Struktur- og aktivitetsstudier av polysakkarider isolert fra en sørafrikansk medisinplante : Artemisia afra by Bräunlich, Paula Marie
Struktur- og aktivitetsstudier av 
polysakkarider isolert fra en 
sørafrikansk medisinplante 
Artemisia afra 
Paula Marie Bräunlich 
 
Masteroppgave for graden Master i farmasi 
Avdeling for farmasøytisk kjemi  
Farmasøytisk institutt  
Det matematisk-naturvitenskapelige fakultet 
UNIVERSITETET I OSLO 
Våren 2010 
Struktur- og aktivitetsstudier av 
polysakkarider isolert fra en 
sørafrikansk medisinplante 
Artemisia afra 
Masteroppgave for graden Master i farmasi 
Avdeling for farmasøytisk kjemi  
Farmasøytisk institutt  
Det matematisk-naturvitenskapelige fakultet 
Universitetet i Oslo 
 
Paula Marie Bräunlich 
Oslo, mai 2010 
 
Veileder: 
Professor Berit Smestad Paulsen
 
 5 
Forord 
Denne mastergradsoppgaven ble utført ved Avdeling for Farmasøytisk kjemi, Farmasøytisk 
Institutt, Universitetet i Oslo. I tillegg ble det gjennomført forsøk ved Folkehelseinstituttet. 
En del av bioaktivitetsstudier ble utført ved University of the Western Cape (UWC) i Sør-
Afrika i oktober 2009.   
Jeg vil takke min veileder, professor Berit Smestad Paulsen, for all praktisk og faglig 
veiledning under arbeidet med masteroppgaven.  
Jeg ønsker også å takke professor Wilfred Mabusela og Quinton Johnson for tilrettelegging 
og organisering av oppholdet i Cape Town, Sør-Afrika. Dr. Samantha Thamburan fortjener 
en stor takk for god hjelp og veiledning på laboratoriet på UWC.  
Videre vil jeg rette en takk til: 
Stipendiat Ingvild Austarheim for nyttige og praktiske råd og hjelp på laboratoriet. Stipendiat 
Anne Cathrine Vestrheim for veiledning og tilrettelegging i forbindelse med forsøk utført 
ved Folkehelseinstituttet. Kari T. Inngjerdingen for teoretisk og praktisk hjelp og for å ha 
utført testen om makrofagstimulering. Marit Inngjerdingen for å ha gjennomført ELISA-
forsøket og Finn Tønnesen for utførelse av GC-MS-analysene.    
Stig Øyvind Hjelmås og hans kone for hyggelig reisefølge i Sør-Afrika. 
 
 
 
 
Oslo, mai 2010 
Paula Marie Bräunlich
 
 7 
Innholdsfortegnelse 
FORORD ............................................................................................................................................... 5 
INNHOLDSFORTEGNELSE ............................................................................................................. 7 
1. FORKORTELSER ................................................................................................................... 11 
2. SAMMENDRAG ...................................................................................................................... 15 
3. INNLEDNING .......................................................................................................................... 17 
3.1 POLYSAKKARIDER .................................................................................................................. 17 
3.1.1 Strukturelle polysakkarider i planter .......................................................................... 17 
3.1.2 Struktur og aktivitet hos pektiner ................................................................................ 23 
3.2 IMMUNMODULERENDE AKTIVITET .......................................................................................... 25 
3.2.1 Komplementsystemet ................................................................................................... 25 
3.2.2 Makrofager og makrofagaktivitet ............................................................................... 27 
3.3 ARTEMISIA AFRA (JACQ. EX WILLD.) ....................................................................................... 29 
3.3.1 Taksonomisk klassifisering og lokale navn ................................................................. 30 
3.3.2 Botanikk og habitat ..................................................................................................... 31 
3.3.3 Tradisjonell medisinsk bruk av Artemisia afra ........................................................... 31 
3.3.4 Tidligere forskning ...................................................................................................... 32 
4. OPPGAVENS MÅLSETTING ................................................................................................ 34 
5. METODER ............................................................................................................................... 35 
5.1 GENERELLE METODER ............................................................................................................ 36 
5.1.1 Vannkvalitet ................................................................................................................ 36 
5.1.2 Innveiing ..................................................................................................................... 36 
5.1.3 Filtrering ..................................................................................................................... 36 
 8 
5.1.4 Sentrifugering ............................................................................................................. 37 
5.1.5 Volumreduksjon.......................................................................................................... 37 
5.1.6 Blanding av løsninger ................................................................................................ 37 
5.1.7 Degassing av løsninger .............................................................................................. 38 
5.1.8 Vask av dialyseslanger ............................................................................................... 38 
5.1.9 Dialyse ....................................................................................................................... 39 
5.1.10 Frysetørking ............................................................................................................... 41 
5.1.11 Absorbansmålinger .................................................................................................... 42 
5.1.12 Syrevask av glassutstyr ............................................................................................... 42 
5.2 ISOLERING AV POLYSAKKARIDER ........................................................................................... 43 
5.2.1 Ekstraksjon med diklormetan og metanol i soxhlet .................................................... 43 
5.2.2 Ekstraksjon med 50% etanol ...................................................................................... 45 
5.2.3 Ekstraksjon med vann ................................................................................................ 46 
5.2.4 Ultrafiltrering ............................................................................................................. 48 
5.2.5 Ionebytterkromatografi .............................................................................................. 50 
5.2.6 Gelfiltrering koblet til FPLC-apparatur med Superose 6 .......................................... 54 
5.2.7 Gelfiltrering ................................................................................................................ 57 
5.3 KVALITATIVT OG KVANTITATIVT BESTEMMELSE AV KARBOHYDRATINNHOLD ....................... 61 
5.3.1 Fenolsvovelsyretest .................................................................................................... 61 
5.3.2 Monosakkaridbestemmelse ......................................................................................... 62 
5.4 STRUKTUROPPKLARING ......................................................................................................... 68 
5.4.1 Metylering .................................................................................................................. 68 
5.4.2 GC-MS ....................................................................................................................... 77 
5.4.3 Felling med Yariv reagens-Identifikasjon av AG-II ................................................... 79 
 9 
5.4.4 Enzymatisk degradering .............................................................................................. 82 
5.5 IMMUNMODULERENDE AKTIVITET .......................................................................................... 84 
5.5.1 Komplementfikseringstest ........................................................................................... 84 
5.5.2 IL-6 antiinflammatorisk aktivitet................................................................................. 89 
5.5.3 Måling av NO-frigjøring fra makrofager .................................................................... 95 
6. RESULTATER OG DISKUSJON .......................................................................................... 98 
6.1 ISOLERING AV POLYSAKKARIDER ........................................................................................... 98 
6.1.1 Ekstraksjon .................................................................................................................. 98 
6.1.2 Ionebytterkromatografi ............................................................................................... 98 
6.1.3 Gelfiltrering med Sephacryl S-200 ........................................................................... 100 
6.2 KARBOHYDRATANALYSE ..................................................................................................... 101 
6.2.1 Monosakkaridanalyse ............................................................................................... 101 
6.2.2 Bindingsforhold ........................................................................................................ 103 
6.2.3 Bestemmelse av molekylvekt, gelfiltrering koblet til FPLC-apparatur med Superose 6105 
6.2.4 Felling med Yariv reagens-Identifikasjon av AG-II .................................................. 108 
6.3 IMMUNMODULERENDE AKTIVITET ........................................................................................ 109 
6.3.1 Komplementfiksering ................................................................................................ 109 
6.3.2 Makrofagstimulering ................................................................................................. 114 
6.3.3 IL-6 antiinflammatorisk aktivitet............................................................................... 115 
6.4 STRUKTUROPPKLARING VED ENZYMATISK DEGRADERING .................................................... 118 
6.4.1 Enzymatisk degradering ............................................................................................ 118 
6.4.2 Karbohydratsammensetning ..................................................................................... 118 
6.4.3 Biologisk aktivitet ...................................................................................................... 119 
7. KONKLUSJON ...................................................................................................................... 122 
 10 
8. REAGENSLISTE .................................................................................................................. 124 
9. REFERANSER ...................................................................................................................... 127 
 
 
 11 
1. Forkortelser 
 
4-OMe-GlcA 4-oksygenmetyl-glukuronsyre 
α Alfa-anomere monosakkarider der OH-gruppen ved C1 
har samme konfigurasjon som sukkeret selv 
A Absorbans 
A.afra Artemisia afra 
AG-I Arabinogalaktan type I 
AG-II Arabinogalaktan type II 
AGIIa En type arabinogalaktan II 
AGIIb-1 En type arabinogalaktan II 
ANX Dietylaminopropyl 
APC Antigenpresenterende celler 
Ara Arabinose 
AUC Arealet under kurven 
β Beta-anomere monosakkarider der OH-gruppen ved C1 
har motsatt konfigurasjon som sukkeret selv 
BSA Bovint serum albumin 
C1-C6 Karbonatomene i et monosakkarid 
C3 Komplement komponent C3 
C3a Fragment av komplement komponent C3 
C3b Fragment av komplement komponent C3 
C3 konvertase Enzym som spalter komplement komponent C3 
C5a Fragment av komplement komponent C5 
D D-sukker med OH-gruppe i kiralt karbon rettet mot høyre 
når molekylet er tegnet i Fischer-projeksjon  
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Da Dalton 
DHA 3-deoxy-D-lyxo-2-heptulosaric acid 
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 
f Furanoseform, 5-ring 
FID Flammeionisasjonsdetektor 
FPLC Fast protein liquid chromatography 
FS-test Fenolsvovelsyretest 
Fuc Fucose 
Gal Galaktose 
GalA Galakturonsyre 
GC Gasskromatografi 
GC-MS Gasskromatografi-massespektrometri 
Glc Glukose 
GlcA Glukuronsyre 
GradI50 Fraksjon isolert fra 50°C vannekstrakt etter eluering på 
ANX Sepharose 4 Fast Flow med NaCl-gradient 
GradI50a Fraksjon isolert fra GradI50 etter eluering på Sephacryl S-
200 
GradI50aE Enzymdegradert GradI50a 
GradI100 Fraksjon isolert fra 100°C vannekstrakt etter eluering på 
ANX Sepharose 4 Fast Flow med NaCl-gradient 
GradI100a Fraksjon isolert fra GradI100 etter eluering på Sephacryl 
S-200 
GradI100aE Enzymdegradert GradI100a 
GradII100 Fraksjon isolert fra 100°C vannekstrakt etter eluering på 
ANX Sepharose 4 Fast Flow med NaCl-gradient 
GradII100a Fraksjon isolert fra GradII100 etter eluering på Sephacryl 
S-200 
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GradII100aE Enzymdegradert GradII100a 
GradEtOH Fraksjon isolert fra etanolekstraket etter eluering på ANX 
Sepharose 4 Fast Flow med NaCl-gradient 
GradEtOHa Fraksjon isolert fra GradEtOH etter eluering på Sephacryl 
S-200 
GradEtOHaE Enzymdegradert GradEtOHa 
HG Homogalakturonan 
HMDS Heksametyldisilazan 
ICH50 Konsentrasjon som gir 50 % hemming 
IL-6 Interleukin 6 
KDO 2-keto-3-deoxy-D-manno-octulosonic acid 
L L-sukker med OH-gruppe i kiralt karbon rettet mot venstre 
når molekylet er tegnet i Fischer-projeksjon 
LPS Lipopolysakkarid 
Man Mannose 
Me Metyl 
MIC Minimum inhibitorisk aktivitet 
MS Massespektrometri 
Mw Molekylvekt 
MWCO Molecular weight cut-off 
N2 Nitrogengass 
NO Nitrogenoksid 
NO2
-
 Nitritt 
O2 Oksygengass 
OH Hydroksylgruppe 
OMe 
PHA 
Metylgruppe bundet til sukker via oksygen 
Phytohaemagglutinin 
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PMII Plantago major L, fraksjon II 
RG-I Rhamnogalakturonan type I 
RG-II Rhamnogalakturonan type II 
Rha Rhamnose 
rpm Runder per minutt 
ROS Reaktive oksygen species 
SRBC Sensibiliserte røde blodceller (fra sau) 
TMCS Trimetylklorsilan 
TMS TMCS + HMDS + pyridin 
V0 Voidvolum 
XG Xylogalakturonan 
Xyl Xylose 
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2. Sammendrag 
Artemisia afra er en velkjent medisinplante i Sør-Afrika og den brukes ved mange ulike 
indikasjoner som blant annet forkjølelse, malaria og ved sår. Det er gjort begrenset forskning 
på A.afra og de fleste studier som har blitt utført fokuserer på innholdet av de flyktige, 
sekundære metabolittene. Det er ikke gjort noe tidligere forskning på polysakkarider fra 
denne medisinplanten. Polysakkarider fra planter kan ha immunmodulerende egenskaper og 
det er rimelig å anta at disse kan bidra til noen av de farmakologiske effektene assosiert med 
denne planten. Det er derfor interessant å utføre struktur- og aktivitetsstudier av 
polysakkarider isolert fra A. afra.  
Tørkede blader og stilker ble ekstrahert med organiske løsemidler for å fjerne lavmolekylære 
og upolare forbindelser. Polysakkaridene ble isolert ved ekstraksjon med etanol, 50°C og 
100°C vann. Ekstraktene ble opprenset ved ionebytterkromatografi med ANX Sepharose 4 
Fast Flow til de sure fraksjonene GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100. Disse 
fraksjonene ble ytterligere separert på en Sephacryl S-200 gelfiltreringskolonne til 
fraksjonene GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og GradII100a. Disse ble enzymatisk 
degradert med endo-polygalakturonidase og de forgrenede områdene ble isolert ved 
gelfiltrering på en PD-10 kolonne. Dette ga fraksjonene GradEtOHaE, GradI50aE, 
GradI100aE og GradII100aE. Etter isolering og fraksjonering ble det utført 
karbohydratanalyser og biologisk aktivitet ble bestemt for de nevnte fraksjonene.  
Analyse av karbohydratinnhold og bindingsforhold viste at alle fraksjoner inneholder 
monosakkarider som er typiske for pektiner. GradEtOHa, GradI50a og GradI100a inneholder 
trolig store områder med rhamnogalakturonan I, mens det ble funnet at GradII100a 
inneholder betydelige mengder med homogalakturonan. Felling med Yariv reagens viste at 
GradEtOHa, GradI50a og GradI100a inneholder AG-II, men denne strukturenheten ble ikke 
påvist i GradII100a. Karbohydratinnholdet ble også bestemt for de enzymatisk degraderte 
fraksjonene, og andelen av de ulike monosakkaridene før og etter enzymatisk degradering 
var i liten grad endret.  
Komplementfikseringstesten var en metode som ble brukt for å undersøke biologisk aktivitet. 
De sure ekstraktene GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100 hadde en bedre 
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komplementfikserende aktivitet enn den positive kontrollen PMII. De gelfiltrerte fraksjonene 
GradEtOHa, GradI50a, og GradI100a viste en nesten fem ganger høyere antikomplementær 
effekt enn PMII, mens GradII100a hadde noe høyere aktivitet enn standarden. 
Komplementfikserende aktivitet ble også bestemt for fraksjonene etter enzymatisk 
degradering, der GradEtOHaE, GradI50aE og GradI100aE viste høy antikomplementær 
effekt i forhold til standarden PMII, mens GradII100aE hadde en fire ganger lavere 
komplementfikserende aktivitet. 
De gelfiltrerte fraksjonene ble undersøkt for makrofagstimulerende effekt. Prøven GradI100a 
ser ut til å inneha aktivitet i en konsentrasjon på 100 μg/ml. De resterende fraksjonene, 
GradEtOHa, GradI50a og GradII100a viste en betydelig lavere aktivitet enn PMII.      
Aktiviteten på IL-6 ble bestemt for fraksjonene GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100. 
Proinflammatorisk aktivitet har blitt observert for alle ekstrakter, men ingen av prøvene viste 
antiinflammatoriske egenskaper. På grunn av tidsmangel ble kun 2 av 8 donorer analysert, og 
man kan derfor ikke trekke noen endelige konklusjoner.    
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3. Innledning 
3.1 Polysakkarider 
Polysakkarider, som også kalles glykaner, er polymere med høy molekylvekt. Polymerene 
består av mange monosakkaridenheter, som er bundet sammen ved hjelp av 
glykosidbindinger. Homogene polysakkarider består av lange kjeder med samme 
sukkerenhet, mens heterogene polysakkarider består av forskjellige typer monosakkarider. 
Karbohydratpolymere kan være lineære eller forgrenede, med en mer komplisert struktur. 
Polysakkarider er viktige og naturlige molekyler, de er universale, og bidrar til mange vitale 
funksjoner. Forskjellige typer polysakkarider har ulike strukturer og egenskaper, og derfor 
forskjellige funksjoner. De sørger for rigiditet i plantecellevegger, er viktig for energilagring 
(stivelse og andre polysakkarider i planter, glykogen i dyr), og kan være en del av en 
forsvarsmekanisme i mikroorganismer (Bruneton 1999).    
3.1.1 Strukturelle polysakkarider i planter 
Plantecelleveggen 
Planteceller er omgitt av en relativ tynn, men mekanisk sterk cellevegg. Plantecellevegger 
stiver av cellen og er viktige for plantens vekst og utvikling (Taiz og Zeiger 2002). 
Celleveggen deles i tre lag; primær cellevegg, sekundær cellevegg og midtlamellen. 
Midtlamellen er det ytterste laget og inneholder mye pektiner. Den utgjør kontaktflaten 
mellom naboceller, og holder dem sammen (Taiz og Zeiger 2002; Wikipedia 2010). 
Primærveggen dannes hos celler i vekst, er lite spesialisert, og relativt lik i alle celletyper. 
Polysakkarider utgjør største delen av den primære celleveggen, som er hovedsakelig bygd 
opp av pektiner, cellulose og hemicellulose. Cellulose danner strukturer, kalt mikrofibriller, 
som forsterker celleveggen. Sekundærveggen er det innerste laget og dannes etter at 
celleveksten har stoppet. Den kan være svært spesialisert i struktur og komposisjon. Den 
sekundære celleveggen er som regel tykkere enn primærveggen, og inneholder store mengder 
cellulose og ligning (Smith 1999; Taiz og Zeiger 2002).  
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Figur 3-1 Strukturen av en plantecellevegg (Wikipedia 2010).  
 
Polysakkarider i plantecelleveggen 
Cellulose 
Cellulose er hovedkomponenten i celleveggen hos de fleste planter. Det består av lange, 
lineære kjeder av D-glukoseenheter som er bundet sammen ved hjelp av β-1,4-bindinger. 
Hydrogenbindinger og van der Waals krefter holder cellulosekjedene, som ligger parallelt i 
celleveggen, tett sammen i miceller. Micellene danner mikrofibriller, som har en diameter på 
omtrent 10-30 nm (Samuelsson 2009). Cellulose er uløselig i vann, kjemisk stabil, og har 
stor motstandsdyktighet mot kjemisk og enzymatisk degradering. Disse egenskapene gjør at 
cellulose er egnet som strukturell enhet for å danne stabile cellevegger (Taiz og Zeiger 2002).   
 
Figur 3-2 Cellulosestruktur (London South Bank University 2010). 
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Hemicelluloser 
Hemicelluloser er en heterogen gruppe polysakkarider, som er tett bundet i celleveggen. Det 
finnes forskjellige typer hemicellulose, og sammensetningen av de ulike typene vil variere, 
avhengig av hvilke arter og vev man undersøker. Hemicellulosepolysakkarider dekker 
celluloseoverflaten, og binder mikrofibrillene sammen. Noen viktige typer i denne gruppen 
er blant annet xylaner, xyloglukaner og glukomannaner. Xyloglukaner er den vanligste 
hemicellulosen i tofrøede planter. Den ligner på cellulose ved at den har en stamme med β-
1,4-bundne D-glukoseenheter. Forskjellen mellom dem er at xyloglukaner har korte 
sidekjeder som består av xylose, galaktose og ofte terminal fucose (Taiz og Zeiger 2002). 
 
Figur 3-3 Xyloglukanstruktur (Taiz og Zeiger 2002). 
 
Pektiner 
Pektiner er, som hemicelluloser, en heterogen gruppe polysakkarider. Karakteristisk for 
denne gruppen er innhold av sure sukre som galakturonsyre, og nøytrale sukre som 
rhamnose, galaktose og arabinose. Pektiner er den mest vannløselige 
polysakkaridkomponenten i celleveggen, og kan lett ekstraheres med varmt vann eller 
kalsiumchelatorer (Taiz og Zeiger 2002). I de fleste planter finner man pektiner hovedsakelig 
mellom celler og i primærcellevegg. Pektiner har blitt brukt som tradisjonell medisin i ulike 
kulturer, og vist å være ansvarlig for forskjellige former for bioaktivitet (Paulsen og Barsett 
2005).   
Pektiner inneholder ofte lange sekvenser med polygalakturonaner, også kalt 
homogalakturonan eller smooth regions. Dette er en enkel pektinstruktur som består av en 
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lineær kjede med α-1,4-bundne D-galakturonsyreenheter, som danner en stamme. Områder 
med alternerende rhamnose- og galakturonsyreeneheter kalles derimot for hairy regions eller 
rhamnogalakturonan I. Navnet hairy kan forklares med at sidekjeder, som hovedsakelig 
består av arabinaner, galaktaner og arabinogalaktaner, er festet til rhamnoseenheten, se figur 
3-4 (Taiz og Zeiger 2002; Paulsen og Barsett 2005).   
 
 
Figur 3-4 Skjematisk fremstilling av et pektin (Pérez et al. 2003). 
 
Arabinaner 
Arabinaner fra planter består av lineære eller forgrenede L-arabinofuranosider, som er 
hovedsakelig bundet i C-3 eller C-5 posisjon. Forgreninger i posisjon C-2 er også observert, 
men opptrer ikke like hyppig som C-3 forgreninger. Arabinanstammen er bundet sammen 
med 1,5 bindinger, mens forgreninger opptrer som nevnt i posisjon C-3 eller C-2. Trolig 
foreligger ikke arabinaner fritt i naturen, men er bundet sammen med galaktaner i 
pektinkomplekser. Ekstraksjonsprosesser kan frigjøre dem ved enzymatiske reaksjoner eller 
svak syrehydrolyse. Cellevegger som inneholder arabinaner er også rike på både exo- og 
endoglykanaser (Paulsen og Barsett 2005).      
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Figur 3-5 Eksempel på en arabinanstruktur (Paulsen og Barsett 2005).  
 
Arabinogalaktaner type I og II (AG-I og AG-II) 
Det er vist at arabinogalaktaner har aktivitet i flere ulike biologiske systemer. De deles 
vanligvis inn i tre grupper: arabino-4-galaktaner (type I); arabino-3,6-galaktaner (type II); og 
polysakkarider med sidekjeder av arabinogalaktan (type III). Sistnevnte kalles ofte ekte 
pektin. AG-I stammen består av en kjede med β-1,4-bundet galaktan, som har sidekjeder av 
arabinaner bundet i posisjon C-3 i galaktoseenhetene. AG-II har en hovedkjede bestående av 
galaktan som er bundet sammen i enten C-3 eller C-6 posisjon. Forgreningspunktene finnes i 
posisjon 1,3 og 6 på galaktoseenheten. Både AG-I og AG-II kan være en del av RG-I 
komplekset, som er bundet i posisjon C-4 på rhamnoseenheten i pektinkjeden. Man kan 
skille AG-I fra AG-II ved at det bare er AG-II som feller ut og danner rødt bunnfall med en 
reagens som kalles Yariv (Paulsen og Barsett 2005).  
Rhamnogalakturonan I (RG-I)  
RG-I består av alternerende α-1,4-bundet D-galakturonsyre og α-1,2-bunde L-
rhamnoseenheter. Rhamnoseenhetene er hovedsakelig forgrenet i posisjon C-4, og har 
sidekjeder med arabinaner og galaktaner bundet til seg. Rhamnose kan også være forgrenet i 
posisjon C-3, men dette er mindre hyppig. Arabinogalaktansidekjeder bundet til rhamnose 
består ofte av type II, men AG-I forekommer også. Områder med sidekjeder på RG-I 
hovedkjeden kalles også for hairy regions, se figur 3-4 og 3-6 (Paulsen og Barsett 2005). 
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Figur 3-6 Eksempel på en struktur med hairy regions. Stammen består av 
rhamnogalakuronan I som er substituert i posisjon C-4 på rhamnoseenheten med 
arabinan og AG-II sidekjeder (Paulsen og Barsett 2005).   
 
Rhamnogalakturonan II (RG-II)      
RG-II er en kompleks pektinstruktur som finnes i primærveggen hos de fleste planter, og 
utgjør kun en liten del av den totale mengden pektiner som finnes i plantecelleveggen. Den 
har en homogalakturonanstamme bestående av 9-10 α-1,4-bundne D-galakturonsyreenheter, 
og fire ulike oligosakkaridkjeder er bundet via posisjon C-3 eller C-4. Karakteristisk for RG-
II er at sjeldne sukre som 2-O-metylfucose, 2-O-metylxylose, KDO, DHA og apiose, 
forekommer i strukturen. Navnet, rhamnogalakturonan II, ble bestemt før strukturen var 
fullstendig kjent. Betegnelsen er egentlig ikke passende for denne polymeren, da stammen 
består av bare galakturonsyreenheter (Paulsen og Barsett 2005).   
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Figur 3-7 Foreslått RG-II struktur med homogalakturonanstamme og 
oligosakkarider bundet til (A-D) (Vidal et al. 2000).  
 
Xylogalakturonaner (XG) 
Xylogalakturonaner består av en lineær homogalakturonankjede, som er substituert med β-
xylose i posisjon 3 på galakturonsyreenheten. Mengden med β-xylose substitusjon i XG-
strukturen varierer, avhengig av hvilket naturprodukt man undersøker (Schols og Voragen 
2002).  
3.1.2 Struktur og aktivitet hos pektiner 
Ulike typer polysakkarider (som for eksempel arabinaner, arabinogalaktaner og 
rhamnogalakturonaner) isolert fra planter som brukes i tradisjonell medisin, har vist aktivitet 
på komplementsystemet. Lignende polymerstrukturer har også vist effekter på makrofager, 
T-lymfocytter og NK-celler. Flertallet av disse polysakkaridene har i tillegg mucoadhesive 
egenskaper. De kan binde seg til celleoverflaten og skape lokale effekter som observeres i 
visse eksperimenter. Polysakkarider med biologisk aktivitet er ofte ladet, det vil si de 
inneholder uronsyrer som D-galakturonsyre i pektinpolymerer. Det er rimelig å anta at visse 
 24 
strukturenheter må være tilstede i pektiner som har en biologisk aktivitet (Paulsen og Barsett 
2005). 
To ulike arabinogalaktaner (AGIIa og AGIIb-1) isolert fra Angelica acutiloba har vist 
komplementfikserende aktivitet. AGIIa var det første komplementaktiverende 
arabinogalaktan funnet i medisinplanter, og består av arabino-3,6-galaktan. Den er 
hovedsakelig bygd opp av 6-bundne galaktanenheter med 5-bunde α-L-
arabinofuranolsylenheter, og 3-bundne galaktopyranosylenheter. AGIIa aktiverer 
komplement både via den klassiske og den alternative vei. AGIIb-1 er en kompleks struktur 
og inneholder en nøytral arabinogalaktandel, N-I, som har komplementfikserende 
egenskaper. N-I består av en stamme med β-1,3-D-galaktan og sidekjeder med β-1,6-D-Gal. 
Gal-sidekjeden er igjen substituert med α-L-Araf og β-D-Gal sidekjeder. N-I aktiverer 
komplement hovedsakelig via klassisk vei. Det er vist at dersom α-L-Araf sidekjedene i N-I 
blir fjernet, aktiverer den gjenværende galaktandelen komplement både via klassisk og 
alternativ vei. Dette indikerer at α-L-Araf sidekjedene hindrer β-1,3,6-D-galaktanskjelettet å 
aktivere komplement via alternativ vei (Yamada og Kiyohara 2007).   
Hårete områder i pektiner er viktige for komplementaktivering, siden disse har vist aktivitet 
etter avspaltning fra smooth regions. Hårete områder består av en 
rhamnogalakturonanstamme med sidekjeder rike på nøytrale karbohydrater, som er festet i 
posisjon C-4 på rhamnoseenheten. Studier viser at strukturer med nøytrale sidekjeder som 
inneholder 1,6-bundet β-D-Gal festet til en rhamnogalakturonanstamme, synes å være et 
minimum for komplementaktiverende aktivitet (Yamada og Kiyohara 2007).    
Polysakkarider med antikomplementære egenskaper kan i tillegg også ha andre 
immunologiske aktiviteter. Noen kan for eksempel stimulere granulocytter og makrofager, de 
kan være toksiske mot tumorceller eller har biologisk aktivitet mot mikroorgansimer 
(Yamada og Kiyohara 1999).       
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3.2 Immunmodulerende aktivitet 
3.2.1 Komplementsystemet 
Komplement er betegnelsen på en samling proteinmolekyler som man blant annet finner i 
blodplasma, og som primært forbindes med det medfødte immunsystemet. I 1895 ble det 
gjennomført et forsøk som viste at det fantes et varmefølsomt prinsipp i serum, som sammen 
med spesifikke antistoffer var i stand til å lysere og drepe bakterier. Det var tydelig at det var 
noe i tillegg til antistoffene som forårsaket bakteriolysen, og tillegget ble kalt komplement. 
Komplementsystemet er et såkalt kaskadesystem, hvor de forskjellige plasmaproteinene 
virker både sammen og på hverandre. Totalt sett inngår det mer enn 20 ulike proteiner i 
komplementkaskaden.  
I et frisk individ befinner seg komplementkomponentene stort sett i en inaktiv form. De kan 
bli aktivert på tre ulike måter, det er klassisk, alternativ og lektin aktiveringsvei, se figur 3-8. 
Etter aktivering kan noen av proteinene som inngår i komplementsystemet få enzymaktivitet 
(Lea 2000). 
Klassisk aktiveringsvei krever at antistoff bindes til overflaten på patogenet. Antistoff-
antigenbindingen fører videre til en kaskade med enzymreaksjoner. Lektin aktiveringsvei 
aktiverer komplement ved at mannosebindende lektin i blodplasma bindes til 
mannoseinneholdene peptidoglykaner på overflaten av mikroorgansimen. Overflaten på 
mikroorgansimen lager et lokalt miljø som kan aktivere den alternative aktiveringsvei ved 
direkte gjenkjenning av mikrobeoverflaten (Parham 2009).      
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Figur 3-8 Oversikt over de tre aktiveringsveiene for komplement (Davidson College 
2010).  
Det er som regel den alternative- og lektinaktiveringsveien som opptrer tidligst i 
immunresponsen, siden mange bakterier og virus har overflateegenskaper som direkte kan 
sette i gang disse. Klassisk aktiveringsvei krever derimot, i de fleste tilfeller, at det på 
forhånd er dannet antistoffer mot den aktuelle mikroorganismen, dette er en prosess som tar 
noe tid (Lea 2000).   
Felles for de tre aktiveringsveiene er at de danner en C3 konvertase, som omdanner 
komplementfaktor C3 til C3a og C3b. Kaskadesystemet er ellers litt forskjellig for de ulike 
aktiveringsveiene. Aktivering av komplement har fire viktige hovedvirkninger: 
1. Under aktiveringsprosessen dannes det lavmolekylære forbindelser som diffunderer 
ut i vevet og i vevsvæskene. De fungerer som anafylatoksiner og aktiverer blant annet 
mastceller og basofile granulocytter, slik at disse degranulerer og frigjør en rekke 
farmakologisk aktive forbindelser. I tillegg har C3a og C5a kjemotaktisk aktivitet, det 
vil si at de leder de ankommende granulocyttene til betennelsesstedet.  
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2. Noen komplementprodukter kan feste seg til cellemembraner og celleveggen på 
overflaten av mikroorganismer. De ”merker” cellen, slik at makrofager og 
granulocytter lettere kan binde seg. På den måten kan fagocytterende celler binde 
mikroorganismen sterkere, og fagocytosen blir mer effektiv. 
3. Det terminale komplementkomplekset kan binde seg til biologiske membraner og 
lager hull i dem. Dersom det blir mange hull i membranen kan cellen til slutt sprekke 
og lysere. 
4. Fragmenter fra komplementfaktor C3b på en mikroorganisme kan binde seg til 
overflaten av B-lymfocytter via komplementreseptor 2. Dette kan gi et ko-
stimulerende signal i aktiveringen av B-lymfocyttene, som stimulerer til økt 
antistoffproduksjon (Lea 2000).    
 
3.2.2 Makrofager og makrofagaktivitet 
Makrofager er store fagocytterende celler som finnes i mange vev og lymfeknuter. De dannes 
fra monocytter, som finnes i blodet, og er en viktig del av det medfødte immunsystemet. 
Makrofager kan også fungere som antigenpresenterende celler (APC). Ved en infeksjon kan 
T-hjelpeceller bli aktivert ved å interagere med antigen presentert på makrofagens overflate. 
Dette virker tilbake på makrofagen og stimulerer den til økt fagocytose. En annen effekt er 
økt syntese av svært reaktive og mikrobedrepende molekyler som oksygenradikaler, 
nitrogenoksid (NO) og proteaser (Parham 2009).  
Plantederiverte polysakkarider kan ha makrofagmodulerende egenskaper, og positive 
farmakologiske effekter er knyttet til det.  
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Figur 3-9 Plantepolysakkarider aktiverer en rekke makrofagresponser (Schepetkin 
og Quinn 2006).  
 
Studier viser at plantepolysakkarider kan modulere makrofagfunksjonen. Det gjøres ved å 
øke makrofagens cytotoksiske egenskaper på tumorceller og mikroorgansimer, aktivere 
fagocytt aktiviteten, øke dannelsen av reaktive oksygen species (ROS) og nitrogenoksid 
(NO) og ved å øke sekresjonen av cytokiner og kjemokiner, se figur 3-9 (Schepetkin og 
Quinn 2006).  
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3.3 Artemisia afra (Jacq. ex Willd.) 
 
Figur 3-10 Artemisia afra (Plantzafrica 2009). 
 
 
Figur 3-11 Blomstrende Artemisia afra (Van Wyk et al. 2002).  
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3.3.1 Taksonomisk klassifisering og lokale navn 
(USDA (United States Department of Agriculture) 2009; Wikipedia 2009) 
Tabell 3-1: Oversikt over taksonomisk klassifisering. 
Rike: Plantae (planterike) 
Subrike: Tracheobionta (karplante) 
Superdivisjon: Spermatophyta (frøplanter) 
Divisjon: Magnoliophyta (blomsterplanter) 
Klasse: Magnoliopsida (tofrøbladede) 
Subklasse: Asteridae 
Orden: Asterales 
Familie: Asteraceae 
Slekt: Artemisia 
Art: Afra 
 
Lokale navn 
(Plantzafrica 2009) 
Tabell 3-2 Oversikt over lokale navn for Artemisia afra. 
Engelsk: wild wormwood, African wormwood 
Afrikaan: wilde-als 
Xhosa: Umhlonyane 
Zulu: Mhlonyane 
Tswana: Lengana 
Southern Sotho: Zengana 
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3.3.2 Botanikk og habitat 
Artemisia afra er en busk eller krattlignende plante som kan bli opptil 2 meter høy og vokser 
i tette klynger. Stenglene er tykke og treaktige i bunnen, men blir tynnere og mykere mot 
toppen. Det vokser ut mange sidegrener fra hovedstengelen. De fjæraktige bladene er myke 
og delte som en bregne. Overflaten til bladene er mørkegrønn, mens undersiden og stenglene 
er dekket med hvite, små hår. Dette gir busken dens karakteristiske sølv/grå fargen 
(Plantzafrica 2009). A. afra blomstrer i perioden fra januar til juni (Liu et al. 2009). 
Blomstene er svak gule og lite i øyefallende (Van Wyk et al. 2002). De er små (3-4 mm i 
diameter) og vokser på spissen av grenene. Typisk for A. afra er den skarpe, søte lukten som 
utskilles ved berøring eller kutting av planten. Artemisia afra finnes i nesten alle regioner i 
Sør-Afrika og har en utstrakt fordeling. Den er å finne fra Cederberg Mountains i sør og 
nordover til det tropiske området i øst Afrika. Den kan vokse så langt nord som i Etiopia. A. 
afra trives i fjellandskap, og finnes vanligvis langs elveleier og i skogsområder (Plantzafrica 
2009).  
 
Figur 3-12 Kart over utbredelsen av Artemisia afra i Afrika (Plantzafrica 2009).  
3.3.3 Tradisjonell medisinsk bruk av Artemisia afra 
Artemisia afra er en velkjent medisinplante i Sør-Afrika. Den brukes ved mange ulike 
indikasjoner og noen av de viktigste medisinske bruksområdene er som et middel mot 
innvollsorm, hoste, forkjølelse, feber, kolikk, hodepine, manglende appetitt, øresmerter og 
malaria. Ved tett nese blir ferske blader av A. afra puttet i neseborene (Plantzafrica 2009; 
Van Wyk et al. 2002). Det er også vanlig å inhalere dampen av bladene ved å koke disse i 
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vann (Van Wyk et al. 2002). Andre anvendelsesområder er å putte bladene i sokkene ved 
fotsvette, mot lidelser som hemoroider, diabetes, fordøyelsesproblemer, som omslag på sår 
og som insektmiddel mot møll (Von Koenen 2001). Bladene, stenglene og røttene av planten 
tilberedes på mange ulike måter, anvendes både innvortes og utvortes og brukes som klyster, 
varm omslag, kroppsvask, krem, inhalasjon og te. Artemisia afra har en ekstrem bitter smak. 
Ved peroralt inntak av dekokt eller ekstrakt av planten blir smaken maskert ved å tilsette 
sukker eller honning til væsken (Plantzafrica 2009).  
3.3.4 Tidligere forskning 
Det er gjort begrenset forskning på A. afra, selv om det er en av de mest brukte 
medisinplantene i Sør-Afrika. De fleste studier som har blitt utført fokuserer på innholdet av 
de flyktige, sekundære metabolittene (Liu et al. 2009). Det er ikke gjort noe forskning på 
polysakkarider fra A. afra. Påfølgende er eksempler på noen studier som har blitt gjort. 
Biologisk aktivitet  
A. afra har vist antimikrobiell aktivitet mot en rekke bakterier og sopp (Liu et al. 2009; 
Plantzafrica 2009). Av 5 plantearter som har blitt undersøkt, har oljen fra A. afra og L. 
angustifolia vist å være mest effektiv mot Pseudomonas syringae. I tillegg ble antimikrobiell 
aktivitet av ekstrakter fra Artemisia afra testet mot Staphylococcus aureus, S. epidermis og 
Bacillus subtilis. Lavest MIC (minimum inhibitorisk aktivitet) ble vist mot S. aureus. 
Metanolekstraktet hadde størst antimikrobiell aktivitet sammenlignet med vannekstraktet fra 
A. afra.  
En studie som har blitt utført indikerer at metanolekstraktet ikke inhiberer Mycobacterium 
tuberculosis (Liu et al.2009). En annen studiet viser derimot at diklormetanekstraktet fra A. 
afra hemmer veksten av Mycobacterium aurum og M. tuberculosis in vitro, men er inaktiv 
mot M. tuberculosis in vivo (Ntutela et al. 2009).     
Lipofile ekstrakter av de overjordiske delene fra A. afra viste høyest aktivitet mot en 
klorokinfølsom Plasmodium falciparum art og mot en klorokinresistent P. falciparum art. 
Det lipofile ekstraktet fra Artemisia afra ble sammenlignet med lipofile ekstrakter fra 7 andre 
plantearter og med de hydrofile ekstraktene fra disse 8 plantene (inkludert A. afra). Selv om 
Artemisia afra har blitt undersøkt for dets antiplasmodiale aktivitet, er effekten enda ikke 
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fullstendig dokumentert. Tester viser også at planten ikke inneholder den velkjente 
antiplasmodiale forbindelsen artemisinin, som finnes i Artemisia annua, i detekterbare 
mengder.  
Universitetet i Zululand har begynt å kombinere A. afra med standardbehandlingen for HIV 
positive pasienter. Resultatene er positive og indikerer at planten har antiviral aktivitet eller 
egenskaper som styrker immunforsvaret (Liu et al. 2009).  
Spasmolytiske egenskaper 
Etanolekstraktet av blader fra A. afra har vist en signifikant reduksjon av spontane rytmiske 
og agonist-induserte kontraksjoner av isolert muse duodenum og marsvin ileum. Studien ble 
utført på grunn av plantens bruksområde innen folkemedisin mot magesmerter og intestinale 
kramper (Liu et al. 2009).  
Kardiovaskulær effekt 
Det er vist at vannekstraktet fra A. afra (10-45 mg/kg) har en hypotensiv effekt in vivo 
(Guantai og Addae-Mensah 1999).   
Antioksidant aktivitet 
Den flyktige oljen i A. afra har vist antioksidant aktivitet ved å forhindre misfarging av β-
karoten og linolsyre (Plantzafrica 2009). Oljen har også vist å være en effektiv 
hydroksylradikal fanger (Liu et al. 2009).  
Sedativ og CNS-virkende aktivitet  
Det er vist at A. afra har sedativ og CNS-virkende aktivitet ifølge et GABAA-benzodiazepin 
reseptorbindings assay. Etanolekstraktet av planten viste en god dose-avhengig aktivitet. Det 
hevdes at flavonoider er ansvarlig for den sedative og CNS-virkende effekten (Liu et al. 
2009).  
  
 34 
4. Oppgavens målsetting 
Denne masteroppgaven hadde følgende mål: 
Det skulle utføres studier på polysakkarider fra medisinplanten Artemisia afra.  
Polysakkaridene skulle isoleres og analyseres med hensyn på karbohydratinnhold og struktur. 
I tillegg skulle biologisk aktivitet bestemmes og struktur- og aktivitetsforhold skulle 
studeres.  
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5. Metoder 
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5.1 Generelle metoder 
5.1.1 Vannkvalitet 
Det ble brukt destillert vann til alle metoder. 
5.1.2 Innveiing 
Overskålsvekt: OHAUS
®
 PORTABLE Advanced, Model No. CT1200V 
Analysevekt: Adventurerer 
TM
, OHAUS 
Analysevekt: Mettler Toledo PB 3002 
Analysevekt: Sartorius BP221S, ISO 9001 
 
5.1.3 Filtrering 
Sarislør  
Membranfilter: Whatman
® 
filterpapir 46 x 57 cm 
 PALL, Life Sciences, Acrodisc
® 
Syringe Filter, 0,2 μm Supor®  
Membrane 
 PALL, Life Sciences, Acrodisc
®
 37 mm Syringe Filter,1 µm 
glassfiber membrane 
 PALL
®
, Acrodisc
®
 32 mm Syringe Filter med 0,45 μm Supor® 
Membrane 
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5.1.4 Sentrifugering 
Multifuge 4 KR Heraeus 
Sentrifuge, MSE 
Rotina 420 R (Hettich) 
5.1.5 Volumreduksjon 
Prinsipp 
Løsninger ble dampet inn på rotavapor for å oppkonsentrere disse og for å redusere volumet 
på løsningene. Dette skjer ved hjelp av varme og vakuum.  
Utstyr 
Büchi rotavapor – Laboratoriums-technik AG, Type W 240 N 
Büchi rotavapor – Labortechnik AG, Type B-480, begge med vakuumpumpe og kjøling 
Pærekolbe  
Prosedyre 
Løsninger ble dampet inn på rotavapor ved ca. 40-50°C, avhengig av løsemiddelet, under 
vakuum.  
5.1.6 Blanding av løsninger 
Utstyr som ble brukt for å blande løsninger: 
Whirlimixer, Fison 
Whirlimixer, Heidolph REAX 2000 
Whirlimixer, Scientific Industries, Vortex Genie
®
2 
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Minishaker MS2, IKA 
5.1.7 Degassing av løsninger 
Oppløst luft i løsninger ble fjernet med en av disse metodene 
a) Gjennombobling med helium i ca. 15 minutter 
b) Ultralydbad i ca. 3 minutter 
 
5.1.8 Vask av dialyseslanger 
Prinsipp 
For å fjerne rester av cellulose som kan være tilstede, ble dialyseslangene vasket før bruk. 
Reagenser 
2 % NaOH-løsning (Bruk hansker og briller) 
0,05 % NaN3-løsning 
Destillert vann 
 
Utstyr 
Dialyseslanger:  Spectra/Por
®
 Dialysis Membrane, MWCO 3,500, d: 29 mm 
 Spectra/Por
®
 Dialysis Membrane, MWCO 3,500, d: 11,5 mm 
Begerglass (5 L) 
Kokeplate (Wilfa) 
 
Prosedyre 
1. Dialyseslangene klippes (ca. 50-60 cm) og skylles godt i springvann. 
2. 2 % NaOH-løsning varmes opp til koking og dialyseslangene kokes i 10 minutter i 
denne løsningen. 
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3. Dialyseslangene vaskes deretter både utvendig og innvendig, først i springvann, så i 
destillert vann. 
4. Slangene kokes en gang til, denne gangen i destillert vann, i nye 10 minutter. Deretter 
skylles slangene i destillert vann. 
5. Slangene oppbevares i 0,05 % NaN3-løsning ved 4°C (kjøleskap) for å unngå 
bakterievekst.  
5.1.9 Dialyse 
(Spectrum Laboratories Inc 2005) 
Prinsipp 
Dialyse brukes til å fjerne salter fra løsningen og for å separere molekyler med ulik størrelse. 
I dette tilfelle fjerner man lavmolekylære forbindelser som er uønsket i den videre 
analyseprosessen. Stoffer som har lavere molekylstørrelse enn porene i dialysemembranen 
(lavere cut-off verdi enn den porene har) vil diffundere ut i dialysevannet på grunn av 
konsentrasjonsforskjeller. Høymolekylære forbindelser vil være for store til å passere 
gjennom membranen. Det er viktig å opprettholde konsentrasjonsforskjellene for at 
fjerningen av lavmolekylære stoffer skal være mest mulig effektiv. Derfor må man passe på å 
skifte dialysevannet flere ganger i løpet av prosessen. 
Reagenser 
Toluen (konservering) 
Mettet AgNO3-løsning (10 %) 
4 % fenol 
Konsentrert svovelsyre 
 
Utstyr 
Dialyseslanger:  Spectra/Por
®
 Dialysis Membrane, MWCO 3,500, d: 29 mm 
 Spectra/Por
®
 Dialysis Membrane, MWCO 3,500, d: 11,5 mm 
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Dialyseklyper 
Rene bøtter 
Trakt 
Magnet og magnetrører 
Glasstaver 
Glassrør 
 
Prosedyre 
1. Dialyseslangene ble skylt og lagt i destillert vann i ca 30 minutter for å fjerne rester 
av NaN3-løsning. 
2. Deretter ble den ene enden lukket ved å brette enden av dialyseslangen to ganger, for 
deretter å sette på en klype. Det ble fylt litt destillert vann i slangene for å se at alt var 
tett.   
3. Prøveløsningen ble helt i slangene til de var omtrent halv fulle. Noen dråper toluen 
ble tilsatt for å konservere løsningen. Det er viktig å fukte slangene med vann under 
hele prosessen, da de lett kan bli ødelagt dersom de blir tørre. 
4. Luft ble presset ut av slangene. Deretter ble også den andre anden av slangen lukket 
ved å brette enden og sette på en klype. 
5. Dialyseslangene ble lagt i ei bøtte med destillert vann. Bøtten ble plassert på en 
magnetrører og magneten ble lagt oppi. Slangene ble kveilet rundt 3-4 glasstaver, slik 
at disse ikke skulle komme i kontakt med magneten. Dialysevannet ble skiftet flere 
ganger under dialyseprosessen.  
6. Etter 2 til 3 døgn ble et glassrør fylt opp med ca 2 ml av dialysevannet. Det ble enten 
utført en fenolsvovelsyretest, der det ble tilsatt 200 μl 4 % fenol og 1 ml konsentrert 
svovelsyre, og løsningen ble satt til henstand i 30 minutter. Dialyseringen var ferdig 
når fenolsvovelsyretesten ikke lenger ga en gul-oransje farge. Ellers så ble det brukt 
mettet AgNO3-løsning. Dialysen ble da avsluttet når 2 ml av dialysevannet ikke 
lenger ble blakket av en dråpe mettet AgNO3-løsning. 
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5.1.10 Frysetørking 
Prinsipp 
Prøven ble først frosset ned i metanolbad eller fryseskap. For å tørke prøven ble den deretter 
satt på en frysetørker under vakuum, der vann blir fjernet ved at det går direkte over til gass. 
Utstyr     
Metanolbad: HETOFRIG (Heto Birkerød Danmark) 
Frysetørker: Christ
®
 Alpha 1-4 
Fryseskap 
Rundkolbe 
Drammeglass 
Parafilm 
 
Prosedyre 
1. Prøven ble først dampet inn til ønsket volum på rotavapor (metode 5.1.5). 
2. Løsningen ble enten satt på metanolbad og frosset ned ved -30°C til -40°C eller 
frosset ned i fryseskap. 
3. Prøven ble satt under vakuum ved at den ble satt på frysetørkeren enten utvendig eller 
innvendig (i drammeglass dekket med perforert parafilm). 
4. Etter 1-2 døgn var prøven tørket.  
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5.1.11 Absorbansmålinger 
Microplate Reader Model 3550, Bio-Rad 
Mikroplateleser, Heigar, Molecular Devise 
Mikroplateleser, EPSON LX-300 
Titertek multiskan 
5.1.12 Syrevask av glassutstyr 
Prinsipp 
Glassutstyr som ble oppbevart i pappbeholdere ble vasket med syre, da utstyret kan være 
forurenset med cellulose. Cellulose er uønsket ved karbohydratanalyser fordi det kan 
interferere med analyseprosessen. Ved å vaske glassutstyr med konsentrert saltsyre blir 
polysakkaridene kløyvd og restene blir fjernet ved skylling i destillert vann.  
Reagenser 
Konsentrert saltsyre (HCl) 
Destillert vann 
Utstyr 
Varmeskap (Heraeus Instruments, Function line) 
Verneutstyr (hansker, vernebriller) 
Prosedyre 
1. Glassutstyr ble fylt med konsentrert saltsyre og satt til henstand i 30 minutter. 
2. Utstyret ble vasket grundig med destillert vann og tørket i varmeskap ved 80°C i ca 
20-30 minutter. 
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5.2 Isolering av polysakkarider 
5.2.1 Ekstraksjon med diklormetan og metanol i soxhlet 
(ChemPage 2009) 
Prinsipp 
For å fjerne upolare og lavmolekylære forbindelser ble plantematerialet ekstrahert med ulike 
organiske løsemidler. Det ble brukt et soxhlet-ekstraksjonsapparat som benytter seg av 
heverteffekten. Prinsippet for metoden er at løsemiddelet blir varmet opp i en rundkolbe til 
det koker, dampen vil så stige opp og kondenserer ved hjelp av en kjøler. Løsningsmiddelet 
drypper ned i en ekstraksjonshylse som inneholder plantematerialet. Ekstraksjonsrommet 
tømmer seg når hevertrøret er fylt opp og løsemiddelet renner tilbake til kolben. 
Løsningsmiddelvæsken vil på den måten renne kontinuerlig gjennom plantematerialet.    
 
Figur 5-1 Soxhletapparat (ChemPage 2009). 
 
Reagenser 
Diklormetan 
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Metanol 
 
Utstyr 
Varmemantel 
Soxhletapparat tilkoblet kjøler 
Soxhlethylser 
Stor rundkolbe 
Whatman
®
 filterpapir 46 x 57 cm 
Erlemeyerkolbe (5 L) 
Trakt 
 
Prosedyre 
1. Hylsene ble fylt med tørket plantematerialet (ca. 135 g), dekket til med filterpapir på 
toppen, og satt oppi soxhlet. 
2. Dikormetan helles i soxhletapparatet slik at det tømmer seg. Deretter ble det fylt på 
med mer diklormetan slik at det ikke gikk tørt. Til sammen ble det brukt omtrent 3 L 
diklormetan.  
3. Prøvematerialet ble ekstrahert til ekstraktet var nesten fargeløst. Varmen ble slått av, 
hylsene med plantematerialet blir tatt ut og løsningsmiddelet ble fjernet ved hjelp av 
filtrasjonstrakt.  
4. Hylsene med plantematerialet ble ekstrahert på nytt i soxhlet med metanol, på samme 
måte som for diklormetan.  
5. Diklormetan- og metanolekstraktene ble ikke brukt videre.  
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5.2.2 Ekstraksjon med 50 % etanol 
Prinsipp 
For ytterligere fjerning av uønskede lavmolekylære forbindelser, som kan interferere med 
polysakkaridanalysen ble det ekstrahert med 50 % etanol. 
 
Reagenser 
Etanol 
 
Utsyr 
Kjele med lokk 
Skje 
Kokeplate (Wilfa) 
Termometer 
Målesylinder (1 L) 
Sentrifuge Multifuge 4 KR, Heraeus 
Store plastbeholdere for sentrifugering 
Sarislør 
Nutsj-trakt  
Kolbe med sug 
 
Prosedyre 
1. Plantematerialet (ca. 259 g) ble overført til en stor kjele og det ble tilsatt 4 L 50 % 
etanol.   
2. Blandingen ble ekstrahert ved 60°C i 2 timer med lokk på. Det ble rørt med jevne 
mellomrom og temperaturen ble kontrollert ved hjelp av termometer. 
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3. Blandingen ble sentrifugert på 3550 rpm i 10 minutter. Supernatanten ble helt av. 
4. Plantematerialet ble igjen ekstrahert med 50 % etanol (2 L) ved 60°C i 1 time. 
5. Punkt 3 ble gjentatt. 
6. Supernatanten ble filtrert ved hjelp av sarislør, trakt og vannstrålevakuum. 
7. Etanolekstraktet ble dampet inn på rotavapor til det ikke var mer etanol igjen (til det 
ikke luktet etanol lenger).  
5.2.3 Ekstraksjon med vann 
Prinsipp 
Polysakkarider er polare forbindelser med varierende løselighet. Vann er et polart løsemiddel 
og er godt egnet for ekstraksjon av karbohydrater. Ved å ekstrahere med 50°C og 100°C 
varmt vann får man to ulike fraksjoner som har forskjellig innhold av polysakkarider.  
Reagenser 
Destillert vann 
Toluen (konservering) 
 
Utstyr 
Kjele med lokk 
Skje 
Kokeplate (Wilfa) 
Termometer 
Målesylinder (1 L) 
Sentrifuge Multifuge 4 KR, Heraeus 
Store plastbeholdere for sentrifugering 
Sarislør 
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Nutsj-trakt 
Kolbe med sug 
 
Prosedyre 
1. Plantematerialet fra metode 5.2.2. ble overført til en stor kjele, og det ble tilsatt 4 L 
destillert vann. 
2. Plantematerialet ble ekstrahert i 2 timer ved 50°C med lokk på, for å redusere 
eventuell fordampning. Temperaturen ble kontrollert ved hjelp av termometer og det 
ble rørt med jevne mellomrom.  
3. Blandingen ble sentrifugert på 3550 rpm i 10 minutter. Supernatanten ble helt av. 
4. Plantematerialet ble igjen ekstrahert med 2 L destillert vann ved 50°C i 2 timer. 
5. Punkt 3 ble gjentatt. 
6. Ekstraktet ble filtrert ved hjelp av sarislør, nutsjtrakt og vannstrålevakuum. 
7. Plantematerialet ble overført til den samme kjelen og den samme prosedyren utføres 
med 100°C vann.  
8. Filtratene ble tilsatt 2,5 ml toluen for konservering.  
9. Filtratene ble ultrafiltrert og deretter dialysert. 
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Figur 5-2 Oversikt over ekstraksjonene. 
 
5.2.4 Ultrafiltrering 
Prinsipp 
Ved ultrafiltrering blir løsningen oppkonsentrert og lavmolekylære stoffer blir fjernet. En 
pumpe frakter løsningen mot et filter med to utganger. Lavmolekylære stoffer kommer ut 
gjennom den ene utgangen, mens høymolekylære stoffer blir resirkulert og passerer gjennom 
den andre utgangen.  
Reagenser 
Destillert vann 
0,3 M NaOH-løsning 
0,1 M NaOH-løsning 
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Utstyr 
Pumpe (Watson Marlow 520s) 
Filter (PALL Corporation suspended screen channel) 
Erlenmeyerkolbe (3 L) 
Slangeklemmer 
 
Prosedyre 
1. Filteret vaskes med destillert vann. 
2. Filterutgangen for de lavmolekylære stoffene stenges med en slangeklemme. 
3. Prøveløsningen pumpes gjennom filteret i ca 5 minutter. 
4. Filterutgangen for de lavmolekylære stoffene åpnes forsiktig. Den lavmolekylære 
delen av løsningen ble kastet i vasken. 
5. Utgangen for de høymolekylære stoffene må også lukkes med en slangeklemme. Det 
skal dryppe omtrent 2-3 ganger fortere fra den høymolekylære utgangen i forhold til 
den lavmolekylære utgangen. Den høymolekylære delen resirkuleres tilbake til 
prøveløsningen. 
Vask/oppbevaring av Ultrasettet 
1. Ultrasettet skylles med destillert vann i ca. 20 minutter. Begge utgangene vaskes. 
2. Det vaskes deretter med 1 liter 0,3 M NaOH-løsning. Ingen resirkulering av NaOH-
løsningen. 
3. Ultrasettet skylles så med 2 liter 0,3 M NaOH-løsning, nå resirkuleres løsningen. 
Vask i ca. 20 minutter. 
4. Dersom væsken fremdeles ikke er fargeløs, vaskes ultrasettet en gang til med 2 liter 
0,3 M NaOH-løsning. 
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5. NaOH-løsningen vaskes bort med destillert vann til det som kommer ut av utgangene 
har nøytral pH (kontroll med pH-papir).  
6. Alle utganger stenges og det pumpes 0,1 M NaOH-løsning inn i ultrasettet. 
Ultrasettet oppbevares ved 4°C. 
5.2.5 Ionebytterkromatografi 
(Greibrokk et al. 2005) 
Prinsipp 
Ionebytterkromatografi brukes for å separere stoffer med ioniske eller ioniserbare grupper. 
En ionebytter består av en uløselig matriks av et polymert materiale eller av silika, med en 
kovalent bundet ioniserbar eller ionisk gruppe. Til den ioniske delen er det ved hjelp av 
elektrostatisk tiltrekning knyttet et motion med motsatt ladning. Motionet kan byttes ut med 
andre ioner (fra mobilfase eller prøveløsningen), derav navnet ionebytter. Anionbyttere har et 
kovalent bundet kation og et utskiftbart anion (bytter negative ioner), mens kationbyttere har 
et kovalent bundet anion og et utskiftbart kation. Separasjonen av stoffer med ioniske eller 
ioniserbare grupper forekommer på grunn av ulik grad av elektrostatisk tiltrekning til den 
stasjonære fases ioniske grupper. 
ANX Sepharose 4 Fast Flow 
(Amersham Biosciences 2000) 
Prinsipp 
ANX Sepharose 4 Fast Flow er en svak anionbytter. Ionebytteren består av sterkt 
kryssbundet agarose, som gir matriksen høy kjemisk og fysisk stabilitet. Den funksjonelle 
gruppen (dietylaminopropyl) har en positiv ladning og et kloridion (motion) bundet til seg, se 
figur 5-3. Ved påsetting av prøven vil de sure (negativ ladede) polysakkaridene binde seg til 
de positiv ladede dietylaminopropyl-gruppene og dermed bytte ut kloridioner. Man kan 
separere polysakkaridene ved å bruke en NaCl-gradient. Når man øker ionestyrken vil man 
eluere ut polysakkaridene etter økende surhetsgrad. De nøytrale polysakkaridene har ikke noe 
ladning og retarderes derfor ikke på kolonnen. Disse vil elueres ut med destillert vann. 
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Figur 5-3 Ionebytterstruktur: Dietylamonipropyl og motionet klorid. 
Reagenser 
Destillert vann 
2 M NaCl 
1 M Natriumacetat eller 1 M eddiksyre (pH ≈ 3) 
1 M NaOH  
Utstyr 
Kolonne 1:   GE Healthcare Bio-Sciences AB, XK 50 
  Høyde: 24 cm 
  Radius: 2,5 cm 
  Kolonnevolum: Ca 500 ml 
Kolonne 2:  Pharmacia 
  Høyde: 20 cm 
  Radius: 2,5 cm 
  Kolonnevolum: Ca 393 ml 
Kolonnematriks: ANX Sepharose 4 Fast Flow, ferdig pakket 
Pumpe: SPETEC Perimax 
Fraksjonssamler (med rack B): Phramacia LKB SuperFrac 
Oppsamlingsrør: C-rør Rund bunn 15 ml, Heger AS 
Sentrifuge Multifuge 4 KR, Heraeus 
Små plastbeholdere for sentrifugering 
pH-meter: Metrohm, 827 pH lab 
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Prosedyre: 
Påsetting av prøve og eluering 
1. Kolonnen vaskes med to kolonnevolum (flowhastighet: 1 ml/min) avgasset destillert 
vann.  
2. Prøveløsningen ble sentrifugert på 10000 rpm i 20 minutter. Supernatanten ble helt 
av og samlet opp. Bunnfallet ble kastet. 
3. Ca 800 ml prøveløsning ble satt på kolonnen med en flowhastighet på 2 ml/min. 
4. De nøytrale polysakkaridene ble eluert ut med 2 kolonnevolum degasset destillert 
vann (flowhastighet: 2 ml/min). Den nøytrale delen ble så dampet inn på rotavapor og 
frysetørket. 
5. Deretter ble de sure polysakkaridene eluert ut med NaCl-gradient (0-1,5 M NaCl) i 15 
timer.                                                                                                           
Flowhastighet fra saltløsning til blandekar: 1 ml/min.                                        
Flowhastighet fra blandekar til kolonne: 2 ml/min.                                           
Fraksjonene ble samlet opp i 180 reagensrør. Hvert rør ble fylt med 10 ml. For å 
beregne mengde vann i blandekaret ved starten ble følgende formel benyttet: V0 = (t x 
C0 x R1)/C  
6. På grunnlag av resultater fra fenolsvovelsyretesten (metode 5.3.1) ble fraksjonene 
med karbohydratinnhold slått sammen. Deretter ble fraksjonene dampet inn, dialysert 
og frysetørket. 
7. Dersom kolonnen var veldig skitten ble den snudd 180°. Kolonnen ble eluert med 2 
M NaCl i 15 timer (flowhastighet: 2 ml/min). Fraksjonene ble samlet opp i 180 
reagensrør. Hvert rør ble fylt med 10 ml.  
8. Punkt 6 ble gjentatt.           
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Figur 5-4 Oppsett for laging av saltgradienten. 
 
Vasking og regenerering av kolonnen 
Dersom kolonnen var lite forurenset: 
1. Kolonnen ble snudd 180°C. 
2. Kolonnen ble eluert med 5 kolonnevolum destillert vann. 
Dersom kolonnen var sterk forurenset ble den vasket med natriumacetat eller eddiksyre. 
Prosedyren er følgende: 
1. Kolonnen ble snudd 180°C, dersom den ikke ble snudd under elueringen av prøve 
med 2 M NaCl. 
Kolonnen ble eluert med: 
2. 1 kolonnevolum 1 M natriumacetat eller eddiksyre pH 3. 
3. 1,5 kolonnevolum 1 M NaOH. 
4. 1,5 kolonnevolum natriumacetat eller eddiksyre pH 3. 
5. 2 kolonnevolum 2 M NaCl. 
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6. 5 kolonnevolum destillert vann. 
 
5.2.6 Gelfiltrering koblet til FPLC-apparatur med Superose 6 
(Wikipedia 2009) 
Gelfiltrering er beskrevet under metode 5.2.7. Fast protein liquid chromatography (FPLC) er 
en form for væskekromatografi som opprinnelig ble brukt til å separere og rense proteiner fra 
komplekse blandinger. Det har vist seg at det også kan anvendes til å separere og rense andre 
biomolekyler som polysakkarider. I tillegg blir metoden brukt til molekylvektsbestemmelser.    
SuperoseTM 6 10/300 G 
(Biocompare
®
 2009; Mort et al. 1991) 
Prinsipp 
Kolonnen som ble benyttet var en ferdigpakket Tricorn Superose 6 10/300 kolonne fra 
Amersham Biosciences. Matriksen til kolonnen består av agarose og den har en 
partikkelstørrelse på 11-15 μm. Superose 6 er stabil i pH-området 3-12. Ekstraktene ble 
separert på kolonnen for å estimere molekylvektsdistribusjonen til karbohydratstrukturene i 
prøven. Det ble brukt en forhåndslaget standardkurve for dekstraner med kjent molekylvekt 
for å beregne molekylvektsfordelingen for prøvene. Uronsyrene har en tendens til å 
aggregere og aggregatene kan ko-eluere ved bruk av 10 mM NaCl-løsning som eluent. 
Molekylvekten kan bestemmes mer nøyaktig ved å bruke en natriumacetatløsning som 
eluent. Natriumacetat bryter bindingene mellom uronsyrene og løser opp aggregatene. Begge 
eluentene ble brukt i metoden for å se om elueringsprofilene endres ved bruk av 0,3 M 
natriumacetatløsning. 
Reagenser 
Destillert vann 
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10 mM NaCl-løsning 
0,3 M natriumacetatløsning, pH 5,2  
20 % etanol 
0,5 M NaOH-løsning 
0,5 M eddiksyre 
Utstyr 
Kolonne: Høyde: ca. 30 cm; Diameter: ca 2 cm 
Matriks: Tricorn Superose
TM
 6 10/300 GL 
Äkta-FPLC 
Dataprogram: UNICORN Version 4,0 
Detektor: UV, RID-10A, Shimadzu 
Skriver: hpdeskjet 980 cxi 
Pumpe: P-920 
Monitor: UPC-900 
Injektor: Valve Inv-907 
Fraksjonssamler: Frac-900 
Oppsamlingsrør: Trombotestrør PS, 7 ml, Heger AS 
Filter: PALL, Life Sciences, Acrodisc
® Syringe Filter, 0,2 μm Supor®  
Membrane 
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pH-meter:  Mettler Toledo, SevenEasy 
Plastsprøyte BD, 1 ml 
Begerglass 
Målekolbe, 1 L 
Magnet og magnetrører 
Betingelser 
Elueringshastighet: 0,5 ml/min 
Fraksjonsstørrelse: 0,5 ml per oppsamlingsrør 
Prøvemengde: 2 mg løst i 1 ml eluent, slik at konsentrasjonen blir 2 mg/ml 
Elueringsmiddel: 10 mM NaCl-løsning 
 0,3 M natriumacetatløsning 
Injisert volum: 500 μl 
Prosedyre 
Applisering og eluering 
1. 2 mg prøve ble løst i 1 ml 10 mM NaCl-løsning slik at konsentrasjonen ble 2 mg/ml. 
2. Løsningen ble filtrert gjennom et sprøytefilter på 0,2 μm. 
3. Det ble vasket ved å injisere ca 0,8 ml destillert vann tre ganger etter hverandre.  
4. Løsningen ble trukket opp i injeksjonssprøyten, eventuell luft ble fjernet og løsningen 
ble injisert og applisert på kolonnen ved hjelp av loop-prinsippet. 
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5. Kjøringen på kolonnen ble styrt fra en pc med dataprogrammet UNICORN. 
6. Elueringsprofilen ble bestemt ved hjelp av fenolsvovelsyretesten (metode 5.3.1). 
7. Den samme prosedyren ble utført med 0,3 M natriumacetatløsning som eluent. 
 
Vasking av kolonnen og konservering 
A: Ved oppstart 
1. Det ble vasket med 12 ml eluent med en flowhastighet på 0,2 ml/min. 
2. Deretter ble det vasket med 38 ml eluent med en flowhastighet på 0,5 ml/min. 
 
B: Vasking og konservering av kolonnen 
1. Kolonnen ble snudd 180°. 
2. Det ble vasket med 0,5 M NaOH-løsning i ca 50 minutter, flowhastighet: 0,5 ml/min. 
3. Det ble skylt med destillert vann. 
4. Det ble vasket med 0,5 M eddikksyre i ca 50 minutter, flowhastighet: 0,5 ml/min. 
5. Det ble skylt med destillert vann. 
6. Det ble eluert med 20 % etanol i 170 minutter, flowhastighet: 0,5 ml/min. 
 
5.2.7 Gelfiltrering 
(Greibrokk et al. 2005) 
Prinsipp 
Gelfiltrering er en form for eksklusjonskromatografi, der stoffer separeres utelukkende etter 
deres molekylstørrelse. Som stasjonærfase anvendes porøse pakkematerialer med definert 
porestørrelse. Molekyler som er løst i den mobile fase vil, avhengig av størrelse, i ulike grad 
trenge gjennom gelpartiklene og vil dermed få økt retensjonstid. Molekyler som er for store 
til å passere gjennom porene, blir ført med mobilfasen mellom partiklene og elueres ut ved 
det såkalte void volum, V0. Store molekyler blir dermed ekskludert fra den stasjonære fase 
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og vil elueres ut først, dette er bakgrunnen for betegnelsen eksklusjonskromatografi. Når 
molekylstørrelsen øker får man altså mindre retensjon ved gelfiltrering, mens små molekyler 
vil interagere med stasjonærfasen, kan diffundere inn i porene og får dermed økt 
retensjonstid.      
Sephacryl S-200 
(Amersham Biosciences 1998) 
Prinsipp 
Sephacryl S-200 er en gelmatriks som er fremstilt av allyldekstran og og N,N`-
metylenbisakrylamid. Den er stabil i pH-området 2-13. Sephacryl S-200 har et 
fraksjoneringsområde mellom 1 000 og 80 000 Da for dekstraner, dette gjør at matriksen er 
godt egnet for separasjon av karbohydrater.    
Reagenser 
0,3 M natriumacetatløsning 
Destillert vann 
0,05 % natriumazidløsning 
Utstyr 
Kolonne: Pharmacia Fine Chemicals 
Matriks: Sephacryl S-200 
Kolonnevolum: Høyde: ca 70 cm, diameter: ca 3 cm, volum: ca 500 ml  
Pumpe: Perimax, SPETEC 
Filter: PALL, Life Sciences, Acrodisc
®
 37 mm Syringe Filter, 1 µm 
glassfiber membran 
Fraksjonssamler: Pharmacia LKB, SuperFrac 
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Oppsamlingsrør: Trombotestrør PS, 7 ml, Heger AS  
Begerglass 
Målesylinder 
Magnet og magnetrører 
Plastsprøyte BD, 10 ml 
Prosedyre 
1. Kolonnen ble klargjort ved å eluere den med 1,5 kolonnevolum med 0,3 M 
natriumacetatløsning (flowhastighet: 1 ml/min). 
2. 100 mg prøve ble løst i 25 ml 0,3 M natriumacetatløsning, luft ble fjernet ved hjelp 
av ultralyd. 
3. Løsningen ble filtrert gjennom et filter med 1 µm porestørrelse. 
4. Ca 25 ml prøveløsning ble applisert på kolonnen. 
5. Kolonnen ble eluert med 0,3 M natriumacetat (flowhastighet: 1 ml/min) og fraksjoner 
på 5 ml ble samlet opp. 
6. Elueringsprofilen ble bestemt ved hjelp av fenolsvovelsyretesten (metode 5.3.1) og 
fraksjoner ble slått sammen på grunnlag av resultater fra denne testen. 
7. De sammenslåtte fraksjonene ble dialysert og frysetørket. 
8. Etter endt bruk ble kolonnen vasket med 2 kolonnevolum destillert vann og deretter 
konservert med 1,5 kolonnevolum 0,05 % natriumazidløsning.  
 
 60 
PD-10 
(GE Healthcare 2007) 
Prinsipp 
PD-10 er en ferdigpakket kolonne med Sephadex
TM
 G-25 medium. Den består av partikler i 
størrelsesområdet 85-260 μm, og brukes ved pH 2-13. Den benyttes til avsalting av prøver og 
gir en rask separasjon av høy- og lavmolekylære stoffer.  
Reagenser 
Destillert vann 
0,05 % natriumazidløsning (NaN3) 
Utstyr 
Kolonne: PD-10 (GE Healthcare) 
Matriks: Sephadex
TM
 G-25 
Oppsamlingsrør: Trombotestrør, 7 ml, Heger AS 
Begerglass 
Finnpiptte, 1-5 ml 
 
Prosedyre 
1. Kolonnen ble klargjort ved å dryppe ca 2 kolonnevolum (24 ml) destillert vann 
gjennom kolonnen. 
2. Prøven, ca 1 ml, ble applisert på kolonnen. 
3. Prøven ble eluert med 13 ml destillert vann og fraksjoner på 1 ml ble samlet opp. 
 61 
4. Hvert rør ble testet for karbohydratinnhold ved hjelp av fenolsvovelsyretesten 
(metode 5.3.1) og på bakgrunn av resultatet fra testen ble noen av fraksjonene slått 
sammen. 
5. Etter endt bruk ble kolonnen konservert med 2 kolonnevolum 0,05 % 
natriumazidløsning. 
5.3 Kvalitativt og kvantitativt bestemmelse av 
karbohydratinnhold 
5.3.1 Fenolsvovelsyretest 
(Dubois et al. 1956; Sturgeon 1990)  
Prinsipp 
For å bestemme karbohydratinnholdet i en prøve ble det utført en fenolsvovelsyretest, som er 
en rask og enkel metode. Dersom en løsning inneholder monosakkarider, oligosakkarider, 
polysakkarider eller derivater av dem vil løsningen få en gul-oransje farge når det blir tilsatt 
fenol og konsentrert svovelsyre. Sukkermolekylene vil da spaltes på grunn av en 
syrehydrolyse og dehydrering, og det blir dannet gulfargede komplekser ved hjelp av 
fenolmolekyler. Absorbansen til molekylene avleses ved 490 nm. Metoden er sensitiv, gir en 
stabil farge og kan brukes både kvantitativt og kvalitativt (for å se om en løsning inneholder 
sukkermolekyler). Etter separasjon på en ionebytterkolonne kan man bruke 
fenolsvovelsyretesten for å bestemme karbohydratprofilen i de ulike fraksjonene. På 
bakgrunn av FS-testen blir fraksjonene slått sammen.     
Reagenser 
4 % fenol 
Konsentrert svovelsyre 
Utstyr 
Hansker og vernebrille 
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Reagensrør 
Finnpipette
® 
40-200 μl 
Gilson Microman
®
 pipette 100 μl 
Gilson Microman
®
 pistons og spisser 
Whirlimixer, Fisons 
Mikrotiterplate 
Microplate Reader Model 3550, Bio-Rad 
Prosedyre 
1. 100 μl av hver prøveløsning som skulle testes ble overført til et reagensrør og tilsatt 
200 μl 4 % fenol og 1 ml konsentrert svovelsyre. Destillert vann ble brukt som 
referanseprøve. 
2. Blandingen ble mikset på whirlimixer. 
3. Løsningen ble satt til henstand ved romtemperatur i 30 minutter. 
4. Blandingen ble mikset en gang til på whirlimixer, og 100 μl fra hvert rør ble overført 
til brønner på en mikrotiterplate. 
5. Absorbansen ble målt ved 490 nm ved hjelp av en microplate reader. 
5.3.2 Monosakkaridbestemmelse 
Metanolyse 
(Chambers og Clamp 1971) 
Prinsipp 
Første trinn ved analyse av karbohydrater er å kløyve dem til enkelte monosakkarider. Ved 
metanolyse i et vannfritt miljø brytes glykosidbindingen mellom monomerene og det blir 
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dannet metylglykosider. Etter spaltningen av glykosidbindingen dannes det metylglykosider 
på OH-gruppen ved C1, og syregruppen på uronsyrer i posisjon C6 forestres til en metylester, 
se figur 5-5. Det er viktig at ikke det er noe vann tilstede under reaksjonen for å unngå at det 
skjer en hydrolyse istedenfor en metanolyse.  
 
Figur 5-5 Metanolyse av et polysakkarid der kjeden består av et surt og et nøytralt 
monosakkarid (Glæserud 2008). 
 
Reagenser 
4 M HCl i metanol 
1 μg/μl mannitol i 1 M HCl i metanol (intern standard) 
Vannfri metanol 
Utstyr 
Supelcorør (syrevaskede) med teflonbelagt skrukork 
Parafilm 
P2O5-evakuert vakuumeksikator 
SMI-pipette (100 μl) 
SMI Capillaries, blå (syrevaskede) 
Pasteurpipette (1 ml) med peleusballong 
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Varmeskap (Heraeus Instruments, Function line) 
Varmeenhet til tørking under N2-gass, Pierce, Reacti-Therm III 
TM
, Heating Module 
Oppsett til tørking med N2-gass 
Prosedyre 
1. 1 mg frysetørket plantemateriale ble veid ut i syrevaskede supelcorør. 
2. Supelcorøret ble dekket med perforert parafilm. Prøvematerialet ble tørket under 
vakuum i P2O5 vakuumeksikator i ca 20 timer.  
3. 1 ml 4 M HCl i metanol og 100 μl mannitolløsning ble tilsatt prøven. Prøvene ble satt 
i varmeskapet ved 80°C i 20-24 timer. Etter 15 minutter ble korkene skrudd godt til 
for å unngå fordampning.  
4. Prøvene ble dampet inn til tørrhet med N2-gass.  
5. 200 μl vannfri metanol ble tilsatt og prøven ble igjen tørket med N2-gass til tørrhet. 
6. Trinn 5 ble gjentatt 2 ganger til. 
7. Prøvene ble dekket med perforert parafilm og satt til tørking i P2O5 vakuumeksikator 
i minst 1 time før TMS-derivatisering. 
 
TMS-derivatisering 
(Pedersen-Bjergaard og Rasmussen 2004) 
Prinsipp 
Funksjonelle grupper som hydroksylgrupper, fenolgrupper, aminogrupper og 
karboksylsyregrupper nedsetter stoffenes flyktighet. I tillegg forårsaker de adsorpsjon til 
overflater, og stoffene elueres som brede topper med haledannelse. Problemet kan elimineres 
ved derivatisering, hvor polare grupper omdannes til upolare grupper. Monosakkarider er 
polare og lite flyktige forbindelser, som gjør dem lite egnet for gasskromatografiske analyser. 
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Ved derivatisering, der de frie hydroksylgruppene reagerer med trimetylklorsilan og 
heksametyldisilazan, blir det dannet flyktige og termisk stabile pertrimetylsilyletere (TMS-
derivater), som er velegnet til GC.   
 
 
Figur 5-6 Reaksjonen mellom TMS-reagens og et metylforestret metylglykosid 
(øverst) og et metylglykosid (nederst) (Glæserud 2008).  
 
Reagenser 
TMS-reagens:  Trimetylklorsilan (TMCS)  1 ml 
 Heksametyldisilazan (HMDS) 2 ml 
 Pyridin (vannfritt)  5 ml 
Utstyr 
SMI-pipette (200 μl) 
Whirlimixer, Fisons 
 
 66 
Prosedyre 
1. Den metanoliserte prøven fra metanolysen ble tilsatt 200 µl TMS-reagens (dobbelt så 
mye som intern standard mannitol) og blandet godt. 
2. Prøvene ble satt til henstand i minst 30 minutter i romtemperatur før 
gasskromatografisk analyse. 
 
 
Gasskromatografi (GC) 
(Pedersen-Bjergaard og Rasmussen 2004; Biermann 1989) 
Prinsipp 
Gasskromatografi er en separasjonsmetode for stoffer i gassform. GC egner seg for 
separasjon av stoffer som er flyktige og termisk stabile, eller som kan omdannes til flyktige 
og termisk stabile derivater. Flyktigheten til stoffene er temperaturavhengig, jo høyere 
temperatur, desto mer flyktig blir stoffene. Mobilfasen, som kalles bæregass, er et inert 
transportmedium for stoffene. Prøven som skal analyseres blir injisert ved hjelp av en 
sprøyte, og vanlig injeksjonsvolum er på 0,5-2 μl. Prøven introduseres i en oppvarmet 
injektor hvor den fordamper, og bæregassen bringer den i gassform gjennom kolonnen. Her 
fordeler stoffene seg mellom stasjonærfasen og bæregassen. Den ulike fordelingen mellom 
stasjonærfasen og bæregassen gjør at stoffene vil strømme gjennom kolonnen med forskjellig 
hastighet og dermed separeres. Stoffene detekteres av en detektor som er plassert ved 
utgangen av kolonnen.  
Det finnes mange typer detektorer i GC. I dette tilfelle ble det benyttet en 
flammeionisasjonsdetektor (FID), som regnes som den viktigste GC-detektoren. Den måler 
elektrisk strøm fra ladede partikler (ioner) som oppstår når organiske stoffer brenner i en 
flamme. Mengden av ladede partikler som produseres, og dermed også signalstyrken, er 
proporsjonal med mengden av organisk stoff som brennes. 
Monosakkarider kan foreligge på 5 forskjellige former og det vil innstille seg en likevekt 
mellom de ulike formene. De finnes på pyranose- og furanoseform, og hver av disse kan 
igjen opptre som α- og β- konfigurasjon. Monosakkarider kan også foreligge på åpen form, 
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og ikke i ringstruktur. På en GC-kolonne gir hvert monosakkarid et karakteristisk mønster av 
topper. Ved hjelp av retensjonstider, arealforhold, intern standard og standardkurver kan 
kvalitative og kvantitative bestemmelser utføres. 
Reagenser 
Pyridin 
Utstyr 
Gasskromatograf: Carlo Erba 6000 Vega Series 2  
 Programmeringsenhet: ICU 600 
Integreringsprogram: Crom-card 
Integrator: Shimadzu C-R6A    
Detektor: Flammeionisasjonsdetektor med H2 og O2 til flammen 
Injektor: Splitt:splittless 
Kolonne: DB-5 (J&W Scientific). “Fused silica” kapillærkolonne 
 Lengde: 30 m 
 Indre diameter: 0,32 mm 
 Filmtykkelse: 0,25 µm 
Bæregass: Helium 
 
Betingelser for GC-systemet 
Flow: Gjennom kolonnen: 1,8 ml/min (37,6 cm/sek)   
 Splitt flow:  ≈ 11 ml/min 
 Splittforhold:  = 1:6  
 68 
Injiseringsvolum: 1,0 µl 
Injektortemperatur: 260ºC 
Detektortemperatur: 310ºC   
Temperaturprogram:    
Prosedyre 
1. Det ble åpnet for gasstrømmene, og GC og integrator ble programmert. 
2. Sprøyten ble skylt med pyridin. 
3. 1,0 µl av den TMS-derivatiserte prøven ble injisert. 
4. Sprøyten ble skylt ca. 10 ganger med pyridin etter hver prøveinjeksjon, og etter siste 
injeksjon. 
5. Kromatogrammet ble tilpasset ved å justere innstillingene på integratoren. 
6. Hele kjøringen tok ca 50-55 minutter per prøve. Gassen til FID ble skrudd av etter at 
siste kjøring var ferdig. 
 
5.4 Strukturoppklaring 
5.4.1 Metylering 
Karboksylsyrereduksjon 
(Kim og Carpita 1992) 
Prinsipp 
Karboksylsyregrupper må reduseres med NaBD4 før en metylering kan utføres. Forestrede 
uronsyrer reduseres direkte til alkoholer, mens frie uronsyrer må aktiveres først med 
carbodiimide. Produktet som dannes er i begge tilfeller 6,6-dideuteriosukker, se figur 5-7. 
Ved en GC-MS analyse vil disse sukrene ha fragmenter med masse M+2, og kan derfor 
skilles fra nøytrale sukre.   
 69 
 
Figur 5-7 Aktivering av fri uronsyre med etterfølgende reduksjon, og reduksjon av 
forestret uronsyre (Glæserud 2008).  
 
Reagenser 
0,2 M MES (2-[N-morpholino]etan svovelsyre) 
Carbodiimide (1-cyclohexyl-3-(2-morpholino) carbodiimide-metho-p-toluene sulphonate) 
2 M TRIZMA (tris [hydroksymetyl] aminometan) 
Natriumbordeuterid (NaBD4) 
0,05 M NaOH 
1-oktanol 
Iseddik 
Destillert vann 
 
Utstyr 
Syrevaskede metyleringsrør med skrukork 
Dialyseslanger: Spectra/Por
®
 Dialysis Membrane, MWCO 3,500, d: 11,5 mm 
Begerglass 
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SMI-pipetter (100 μl) 
Glasspipetter og ballong 
Is 
Minishaker MS2, IKA
®
 
 
Prosedyre 
1. 1 mg prøve ble løst i 1 ml destillert vann. Det ble tilsatt 200 μl 0,2 M MES og 400 μl 
nylaget 500 mg/ml carbodiimide i destillert vann. 
2. Løsningen ble mikset godt og satt til inkubering ved romtemperatur i 3 timer. 
Løsninger som var vanskelige å løse ble satt i vannbad til de ble løst. 
3. 1 ml 2 M TRIZMA ble tilsatt og prøven ble avkjølt på is. 
4. 1 ml nylaget 70 mg/ml NaBD4 i 0,05 M NaOH og 4 dråper 1-oktanol ble tilsatt. 
Løsningen ble inkubert over natten ved 4°C.  
5. Overskudd reduktant ble ødelagt ved langsom tilsetting av iseddik (5 x 100 μl). 
6. Prøveløsningen ble dialysert i 24 timer i destillert vann. 
7. Etter endt dialyse ble prøven frysetørket. 
 
Metylering 
(Ciucanu og Kerek 1984) 
Prinsipp 
Etter karboksylsyrereduksjonen blir de frie hydroksylgruppene metylert. I et sterkt basisk 
miljø ioniseres (deprotoneres) hydroksylgruppene og metyleres deretter ved hjelp av 
tilsetting av metyljodid. 
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Figur 5-8 Metylering av hydroksylsyregrupper i basisk miljø (Glæserud 2008). 
 
Reagenser 
Dimetylsulfoksid (DMSO) 
Pellets av NaOH 
Metyljodid (CH3I) 
Natriumthiosulfat-5-hydrat (Na-thiosulfat) 
Kloroform 
Destillert vann 
Utstyr 
Ristemaskin: IKA-Vibrax-VXR 
Agatmorter og pistill 
SMI-pipette (100 μl) med kapillærer 
N2-gassoppsett med varmeenhet: Reacti Therm III, Pierce 
Minishaker MS2, IKA 
Sentrifuge Multifuge 4 KR Heraeus 
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Målesylinder 
Pasteurpipette 
Prosedyre 
1. Prøven fra karboksylsyrereduksjonen ble tilsatt 500 μl DMSO og ble satt på risting i 
ca 50 minutter. 
2. Tørre NaOH pellets ble knust i DMSO, 2 pellets per ml, slik at konsentrasjonen ble 
ca 120 mg/ml. Suspensjonen ble laget ved hjelp av agatmorter og pistill (NB! 
Hansker og briller). 
3. 500 μl av suspensjonen ble tilsatt til prøvene ved hjelp av SMI-pipette. 
4. Prøvene ble blåst med nitrogen og satt på ristemaskin i 30 minutter. 
5. 100 μl CH3I ble tilsatt i avtrekk og videre ristet på maskin i 10 minutter. 
6. Punkt 5 ble gjentatt. 
7. 200 μl CH3I ble tilsatt i avtrekk og ristet på maskin i 20 minutter. 
8. 10 ml nylaget 100 mg/ml Na-thiosulfat i destillert vann og 2 ml kloroform ble tilsatt, 
og løsningen ble blandet på minishaker. 
9. Prøvene ble sentrifugert ved 1000 rpm i 3 minutter for å separere fasene. 
10.  Vannfasen ble fjernet og kastet. 
11. Kloroformfasen ble vasket med 4 x 5 ml destillert vann, ristet og sentrifugert. 
Vannfasen og mellomsjiktet ble fjernet med en pasteurpipette. På slutten ble den 
upolare fasen overført til et nytt metyleringsrør for å unngå å få med noe av 
vannfasen. 
12. Kloroformfasen ble tørket under N2-gass. 
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Hydrolyse 
(Kim og Carpita 1992) 
Prinsipp 
De metylerte polysakkaridene spaltes til monosakkarider ved hydrolyse i surt miljø. 
 
Figur 5-9 Hydrolyse av metylerte polysakkarider med trifluoredikksyre (Glæserud 
2008). 
 
Reagenser 
2,5 M Trifluoreddiksyre (TFA) 
Utsyr 
N2-gassoppsett 
Varmeskap: Functionline, Hereaus Instruments 
SMI-pipette (100 μl) med kapillærer 
Prosedyre 
1. 500 μl 2,5 M TFA ble tilsatt metylert prøve og gjennomblåst med N2-gass. 
2. Prøven ble hydrolysert i 2 timer ved 102°C i varmeskap. Etter ca 15 minutter ble 
korken skrudd ytterligere til. 
3. Prøven ble avkjølt og avdampet med N2-gass. 
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Reduksjon 
(Kim og Carpita 1992) 
Prinsipp 
Ringstrukturen i monosakkaridene brytes ved at sykliske hemiacetaler ved C1 reduseres til 
alditol. 
 
Figur 5-10 Reduksjon av hydroksylsyregrupper ved C1 (Glæserud 2008). 
 
Reagenser 
2 M ammoniakk (NH3) 
Natriumbordeuterid (NaBD4) 
Iseddik 
5 % eddiksyre i metanol 
Vannfri metanol 
Utstyr 
Ultralydbad (VWR, Ultrasonic Cleaner) 
Varmeskap (Heraeus Instruments, Function line) 
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N2-gassoppsett med varmeenhet: Reacti Therm III, Pierce 
SMI-pipette (100 μl og 50 μl) med kapillærer 
Finnpipetter med spisser  
 
Prosedyre 
1. Prøvene fra hydrolysen ble løst i 500 μl 2 M NH3 og tilsatt 500 μl 1 M nylaget 
NaBD4 i 2 M NH3. 
2. Løsningen ble sonikert i 1 minutt og inkubert ved 60°C i 1 time. 
3. Overskudd reduktant ble ødelagt med 3 x 50 μl iseddik. 
4. Prøvene ble tørket ved 37°C under N2-gass. 
5. 2,5 ml 5 % eddiksyre i metanol ble tilsatt og tørket under N2-gass. 
6. Punkt 5 ble gjentatt. 
7. 2,5 ml vannfri metanol ble tilsatt og tørket under N2-gass. 
8. Punkt 7 ble gjentatt. 
 
Acetylering 
(Kim og Carpita 1992) 
Prinsipp 
Hydroksylgruppene som ble dannet etter hydrolyse og reduksjon acetyleres med 
eddiksyreanhydrid, slik at de blir bedre egnet for GC-MS analyse. 
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Figur 5-11 Acetylering med eddiksyreanhydrid (Glæserud 2008). 
 
Reagenser 
1-metylimidazol 
Eddiksyreanhydrid 
Diklormetan 
Destillert vann 
Vannfri metanol 
Utstyr 
Finnpipetter med spisser 
SMI-pipette (100 μl og 50 μl) med kapillærer 
Ultralydbad (VWR, Ultrasonic Cleaner) 
Minishaker MS2, IKA 
Sentrifuge, MSE 
Syrevaskede supelcorør med kork 
N2-gassoppsett for inndamping 
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Prosedyre 
1. 200 μl 1-metylimidazol ble tilsatt residuet fra reduksjonen, etterfulgt av 2 ml 
eddiksyreanhydrid. 
2. Prøven ble mikset godt på minishakeren, og dersom nødvendig sonikert med ultralyd 
for å løse opp residuet. Prøven ble satt til henstand i 10 minutter. 
3. Overskudd av eddiksyreanhydridet ble ødelagt ved tilsetting av 10 ml destillert vann. 
Løsningen ble blandet godt og satt til henstand i 10 minutter. 
4. De delvis metylerte og acetylerte sukrene ble så ekstrahert med 2 x 1 ml diklormetan 
(i avtrekk), mikset i 30 sekunder og sentrifugert. Den nederste fasen ble samlet hver 
gang. 
5. Ekstraktene ble samlet og tilbakevasket med 2 x 5 ml destillert vann. 
6. Den upolare diklormetanfasen ble overført til supelcorør og tørket med N2-gass. Det 
er viktig å fjerne alt vann ved overføring til supelcorør, da polare stoffer forurenser 
GC-MS apparatet. Mellomsjiktet ble derfor fjernet før en ny pipette ble benyttet for å 
overføre diklormatenfasen. 
7. Residuet ble løst i 50-100 μl vannfri metanol. 
8. Prøven ble analysert ved GC-MS (metode 5.4.2).  
5.4.2 GC-MS 
(Pedersen-Bjergaard og Rasmussen 2004) 
Prinsipp 
Ved å kombinere gasskromatografi (GC) (metode 5.3.2) med et massespektrometer (MS) 
som detektor, kan man finne strukturinformasjon om analyttene fra metode 5.4.1. Soffene 
separeres i GC-kolonnen og blir deretter ledet inn i massespektrometeret. I MS-detektoren 
ioniseres stoffene ved at de bombarderes av en elektronstråle under vakuum. De ioniserte 
molekylene brytes ned i mindre deler som kalles fragmenter. Massen til de ioniserte 
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molekylene og eventuelle fragmenter bestemmes ved at de først separeres etter deres 
masse/ladningsforhold (m/z), og deretter detekteres av en detektor. Et massespektrum er et 
plot av relativ intensitet av ionene som funksjon av deres m/z-verdi. Massespekteret er svært 
karakteristisk, og kan sies å være stoffets fingeravtrykk.    
GC-MS-analysene ble utført av Finn Tønnesen ved Avdeling for Farmasøytisk kjemi, 
Farmasøytisk institutt, Universitetet i Oslo. 
 
Reagenser 
Pyridin 
Utstyr og betingelser 
GC-MS:  GC 8000 series  
Detektor:  Fisons Instruments, MD 800 
Injektor: Splitt (1:10) 
Kolonne: FactorFOUR
TM
, VF-1ms 
 Filmtykkelse:  0,25 μm  
  Indre diameter: 0,25 mm 
  Lengde:  30 m 
  Temperaturområdet:  80-280°C 
 Injektortemperatur:   250°C 
Dataprogram:  Masslab 
Viktige ioner: 45, 47, 117, 118, 131, 161, 162, 163, 175, 189, 190, 203, 205, 207, 233, 234, 
235, 261, 262, 305, 307 
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Temperaturprogram:   
 
Prosedyre 
1. Det ble åpnet for gasstrømene, GC og integrator ble programmert. 
2. Sprøyten ble først skylt med pyridin, deretter ble prøven injisert. 
5.4.3 Felling med Yariv reagens-Identifikasjon av AG-II 
(Biosupplies Australia Pty Ltd; Van Holst og Clarke 1985) 
Prinsipp 
Denne metoden brukes til å kvalitativt bestemme tilstedeværelsen av arabinogalaktan II (AG-
II) i prøven. Yariv reagens er et rødt fargestoff. Hvis prøven inneholder AG-II-proteiner vil 
reagensen binde seg til dem og produktet feller ut. Presipitatet vil ha en rød farge.  
 
Figur 5-12 β-Dglukosyl Yariv reagens, R=β-D-glukosyl (Biosupplies Australia Pty 
Ltd). 
Reagenser 
Yariv reagens, 2 mg/ml 
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Standard: Arabisk gummi (Acacia gum), 1 mg/ml 
Prøvematerialet: Konsentrasjon 8 µg/µl 
Gel: For en plate med 1 mm geltykkelse trengs: 
 35 mg agarosepulver 
 30 mg NaCl 
 0,7 mg NaN3 
 3,5 ml destillert vann 
 
Utstyr 
Justerbar plate 
Pipetter 
Glassplater 
Vater 
Gelbondfilm: GelBond
®
 film for agarosegel, Pharmacia Biotech 
Drammeglass 
Kokeplate 
Utstyr for laging av brønner, som kan kobles til vannsug 
Kar med lokk 
Whatmannpapir 
Cellepapir 
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Prosedyre 
1. 1 mg prøvemateriale ble veid ut og løst i 125 μl destillert vann, slik at 
konsentrasjonen ble 8 mg/ml som tilsvarer en konsentrasjon på 8 µg/µl.  
2. Gelbondfilm klippes ut etter mal (ca 5 x 7 cm) og legges i vater på den justerbare 
platen med den hydrofile siden opp.  
3. Det ble veid og målt ut ingredienser for en gelplate i et drammeglass og dette ble 
varmet opp til kokepunktet.  
4. Umiddelbart ved koking trekkes drammeglasset fra kokeplaten og 50 µl Yariv 
reagens tilsettes. Deretter helles løsningen utover gelbondfilmen, som sprer seg jevnt 
utover.  
5. Etter at gelen er polymerisert (stivnet) lages det små brønner ved hjelp av vannsug, 3 
brønner for standarden og for hver prøve.  
6. Det appliseres 2-, 4- og 6 µl av standarden og prøvene i hver sin brønn. 
  
Figur 5-13 Mal for gelplate.  
 
7. I bunnen av et kar legges et fuktet filterpapir, gelplaten legges ned i karet og lokk 
settes på. La gelen stå i ca. 24 timer ved romtemperatur. 
8. Resultatet sjekkes, der hvor det er røde ringer rundt brønnen har det skjedd en 
utfelling. Platen presses ved å legge den på en glassplate (med gelen opp) og det 
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legges et vått whatmanpapir og ca.10 stykker cellepapir (som er brettet dobbelt) over 
gelen. Det legges en glassplate over cellepapiret og det plasseres en 2,5 liters flaske 
(som er fylt med vann) på glassplaten. La det stå til pressing i ca. 10 minutter. 
9. Laget med cellepapiret vendes, og presses på nytt i 10 minutter. 
10. Til slutt kan platen scannes eller kopieres med farger.  
 
5.4.4 Enzymatisk degradering 
(Samuelsen et al.1996; Voragen et al. 2000) 
Prinsipp 
Enzymdegradering ble utført med endo-polygalakturonidase for å skille de forgrenede 
områdene fra resten av pektinet. Polygalakturonidase er et enzym som spalter 
glykosidbindinger i områder med ikke-esterifisert homogalakturonan. For å forbedre effekten 
av enzymet ble uronsyrene i prøven først deesterifisert med NaOH. Etter 
enzymdegraderingen ble de forgrenede områdene isolert ved gelfiltrering på en PD-10 
kolonne.  
Reagenser 
0,1 M NaOH 
Eddiksyre 
Toluen 
50 mM natriumacetatbuffer (pH=4,2) 
Endo-polygalacturonanase, 5000 U, 800 U/mg, 5000 U/ml i 3,2 M ammoniumsulfat   
Utstyr 
Plastsprøyte, 10 ml, BD 
Liten erlenmeyerkolbe 
Magnetrører og magnet 
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Ultralydbad 
pH-papir 
PALL
®
, Acrodisc
®
 32 mm Syringe Filter med 0,45 μm Supor® Membrane 
Minishaker MS2, IKA 
Varmeskap 
Finnpipetter med spisser 
pH-meter, Seven Easy, Mettler Toledo 
Prosedyre 
1. 5 mg frysetørket prøve ble løst i 3 ml 0,1 M NaOH i en liten erlenmeyerkolbe. 
2. Prøven ble satt på magnetrører og sonikert kort på ultralydbad til alt var løst. 
3. Prøven ble satt til henstand i 2 timer ved romtemperatur. 
4. Løsningen ble nøytralisert ved dråpevis tilsetting av eddiksyre. pH ble sjekket ved 
hjelp av pH-papir. 
5. Løsningen ble tilsatt 10 ml natriumacetatbuffer og en dråpe toluen. 
6. 60 μl endo-polygalakturonidase ble tilsatt, og kolben ble tildekket og satt på 
magnetrører i varmeskap i 72 timer ved 37°C. 
7. Løsningen ble brakt til koking for denaturering av enzym. 
8. Etter avkjøling ble løsningen filtrert 0,45 μm og deretter dampet inn til ca 1-1,5 ml. 
Løsningen ble applisert på en PD-10 kolonne (metode 5.2.7), og 
karbohydratinnholdet ble bestemt ved hjelp av fenolsvovelsyretesten (metode 5.3.1). 
På bakgrunn av resultatet fra FS-testen ble noen av fraksjonene slått sammen og 
frysetørket. 
9. Deretter ble prøvene testet for komplementfikserende aktivitet (metode 5.5.1) og 
karbohydratprofilen ble bestemt ved metanolyse og GC (metode 5.3.2).  
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5.5 Immunmodulerende aktivitet 
5.5.1 Komplementfikseringstest 
(Wagner 1999; Michaelsen et al. 2000) 
Prinsipp 
Polysakkarider kan interferere med komplementsystemet, som er en viktig del av det 
medfødte immunsystemet. Komplementfikseringstesten kan brukes for å undersøke om 
polysakkarider har immunologisk aktivitet. Ved denne testen benytter man røde blodceller 
fra sau, som blir sensibilisert og dekket med antistoff fra kanin. Komplement som er intakt 
vil føre til en hemolyse av blodcellene. Ved utførelsen av testen får polysakkaridene i prøven 
tid til å reagere med komplement, før blodcellene tilsettes. Det som måles er reduksjon av 
hemolyse av de sensitiviserte blodcellene, som en følge av at testsubstansen enten aktiverer 
eller hemmer komplement. Testen sier ingenting om komplementsystemet er inhibert eller 
aktivert, fordi begge vil resultere i redusert lyse. Ved en aktivering forbrukes komplement, 
mens en inhibering hemmer komplement, i begge tilfeller fører det til at hemolysen av 
blodcellene avtar.        
 
Reagenser 
Fosfatbuffer 
Destillert vann 
Saueblod: hvit 161, 06.08.09; hvit 152, 10.12.09; ikke hvit 131, 23.02.10 
Veronal/BSA-buffer: Veronalbuffer (CFT pH 7,2) med 2 mg/ml BSA (Bovine Serum 
Albumin 30 %) og 0,02 % natriumazid 
Antistoff: Virion 9020 Amboceptor, fortynnet 1:10 i veronalbuffer 
Komplement: Serum fra ECG (humant) 
Standard: Fraksjon PM II (1 mg/ml) isolert fra Plantago major L 
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Utstyr 
Finnpipetter med spisser 
Reagensrør 
Blank tape 
Sentrifuge: Martin Christ Typ 901 
  Thermo Scientific, Heraeus Multifuge 3SR+ Centrifuge   
Mikrotiterplate med 96 brønner, rund eller flat bunn 
Varmeskap (37ºC) med risteplate; varmeskap: Memmart, risteplate: Flow Laboratories 
Titertek
® 
Mikroplateleser, Heigar, Molecular Devise 
Whirlimixer, Heidolph REAX 2000  
Prosedyre 
A) Vasking av saueblodceller før sensibilisering 
1. En mengde blod tas ut (ca 700 µl). 
2. Blodcellene vaskes 2 ganger med fosfatbuffer og 1 gang med veronal/BSA buffer. 
Det sentrifugeres mellom hver vask og vaskevannet fjernes. 
 
B) Sensibilisering av saueblodceller 
1. 15 µl Virion 9020 Amboceptor, 60 µl pakkede blodceller og 5,925 ml veronal/BSA 
buffer inkuberes med risting ved 37ºC i 30 minutter. 
2. Løsningen vaskes 2 ganger med fosfatbuffer og 1 gang med veronal/BSA buffer, det 
sentrifugeres mellom hver vask. 
3. Vaskevannet fjernes og blodet fortynnes med 5,940 ml veronal/BSA buffer, dermed 
er en 1 % løsning av blodceller blitt laget. 
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C) Fortynning av prøvene 
1. 1 mg prøvemateriale ble løst i veronal/BSA buffer (1 ml) til en stamløsning med en 
utgangskonsentrasjon på 1 mg/ml. Det samme ble gjort med standarden, PMII. 
2. En 4-folds fortynningsrekke lages (6 fortynninger av hver prøve og av standarden), se 
tabell 5-1.  
 
Tabell 5-1 Fortynningsrekke for prøvene og PMII-standarden.  
Rør Konsentrasjon (µg/ml)  
Rør 1 500 µg/ml 300 µl veronal/BSA buffer + 300 µl stamløsning 
Rør 2 125 µg/ml 300 µl veronal/BSA buffer + 100 µl fra rør 1 
Rør 3 31 µg/ml 300 µl veronal/BSA buffer + 100 µl fra rør 2 
Rør 4 8 µg/ml 300 µl veronal/BSA buffer + 100 µl fra rør 3 
Rør 5 2 µg/ml 300 µl veronal/BSA buffer + 100 µl fra rør 4 
Rør 6 0,5 µg/ml 300 µl veronal/BSA buffer + 100 µl fra rør 5 
 
 
D) Titreringskurve for komplementkilden 
1. 6 brønner på mikrotiterplaten ble fylt med 100 μl destillert vann og 24 brønner med 
50 μl veronal/BSA buffer (3 brønner per fortynning av komplement/buffer). 
2. Fortynningsrekken av komplement og buffer lages etter tabell 5-2. 
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Tabell 5-2 Titreringskurve for komplement. 
Komplement:buffer Komplement (μl) 
Veronal/BSA buffer 
(μl) 
1:40 10 390 
1:50 10 490 
1:60 10 590 
1:70 10 690 
1:80 10 790 
1:90 10 890 
1:100 10 990 
1:110 10 1090 
 
3. 50 μl komplement/buffer tilsettes brønnene med veronal/BSA buffer. 
4. Platen dekkes med tape og settes på risting i 30 minutter ved 37°C. 
5. 50 μl 1 % SRBC tilsettes hver brønn og inkuberes ved risting i 30 minutter ved 37°C. 
6. Platen sentrifugeres i 5 minutter ved 1000 rpm. 
7. 100 μl fra hver brønn overføres til en flatbunnet mikrotiterplate, og sentrifugeres for å 
bli kvitt luft som kan dannes ved overføring. 
8. Absorbansen avleses ved 405 nm på en mikroplateleser. 
9. Den fortynningen som ga 50 % lyse av SRBC ble brukt videre i utførselen av 
komplementfikseringstesten. 
  
E) Utføring av testen 
1. 50 µl av hver fortynning av prøven (2 paralleller av hver fortynning) tilsettes en 
brønn i en mikrotiterplate med runde bunner (96 brønner). 
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2. 4 brønner tilsettes 100 µl destillert vann (100 % lysekontroll), og 4 brønner tilsettes 
50 µl veronal/BSA buffer (kontroll). 
3. 50 µl komplement tilsettes hver brønn, bortsett fra 100 % lysekontrollbrønnene. 
4. Platen dekkes med blank tape slik at ikke noe kan fordampe, og settes på risting i 30 
minutter ved 37ºC. 
5. 50 µl 1 % sensibiliserte saueblodceller tilsettes hver brønn og inkuberes ved risting i 
30 minutter ved 37ºC. 
6. Platen sentrifugeres i 5 minutter ved 1000 rpm. 
7. 100 µl fra hver brønn overføres til en flatbunnet mikrotiterplate. 
8. Platen sentrifugeres en gang til for å bli kvitt luft som kan dannes ved overføringen. 
9. Absorbansen avleses ved 405 nm. 
 
F) Beregninger 
Lyseringsgrad 
Lyseringsgraden som forteller hvor mye komplement i seg selv ødelegger systemet ble 
beregnet ut fra følgende formel: 
Lyseringsgrad = (Abskontroll/Absdest vann) X 100 % 
(Det er anbefalt at lyseringsgraden skal ligge på ca. 50 %). 
Komplementfikserende effekt 
Komplementfikserende effekt ble beregnet for å bestemme prøvens effekt på 
komplementsystemet. Høy grad av komplementfiksering vil gi redusert hemolyse og lavere 
absorbans. 
Komplementfikserende effekt = [(Abskontroll-Absprøve)/Abskontroll] X 100 % 
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5.5.2 IL-6 antiinflammatorisk aktivitet 
Fullblodassay 
(Thamburan 2009) 
Prinsipp 
Fullblodmetoden er et bioassay for å måle antiinflammatorisk aktivitet. Interleukin 6 (IL-6) 
er et cytokin som har både pro- og antiinflammatoriske egenskaper. Aktiviteten av prøvene 
måles både i medium og i PHA. Ved tilsetting av PHA utløser man en 
inflammasjonstilstand. Deretter tilsettes prøvene for å måle antiinflammatorisk aktivitet. 
Måling i medium gjøres for å se om prøvene har noe effekt når det ikke foreligger en 
betennelsestilstand. Sistnevnte utføres for å se om testmaterialet har en effekt selv om 
personen ikke er syk. Dette er viktig å måle, da mange tar naturmedisiner som forebyggende 
middel. 
Reagenser  
Humant blod fra 8 friske, frivillige 
Medium 
PHA 
Destillert vann 
70 % etanol (til vask av utstyr, hansker og hender) 
Utstyr 
Finnpipetter og spisser 
Eppendorfrør 
Reagensrør 
Blodprøverør 
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Mikrotiterplater, Nunclon Surface 
Hansker 
Laf benk 
Inkubator, Thermo Electron Corporation, HEPA Class 100 
Vekt, Adventurerer 
TM
, OHAUS 
 
Prosedyre 
1. Hendene ble vasket godt opp til albuen og desinfisert med etanol. 
2. Inkubator og laf benk ble vasket med etanol. 
3. Blodprøve (ca. 2 ml per person) ble tatt fra friske, frivillige. Blodprøverørene ble 
vendt opp ned med jevne mellomrom for å forhindre koagulering. 
4. 1 ml blod ble blandet med 9 ml medium. Løsningen ble blandet godt. 
5. Fortynningsrekke av prøvene ble laget, se tabell 5-3.  
 
Tabell 5-3 Fortynningsrekke for prøvene.  
Rør Konsentrasjon (µg/ml)  
Rør 1 2 mg/ml (stamløsning) 2 mg prøve løses i 1 ml destillert vann 
Rør 2 1 mg/ml 150 µl medium + 150 µl fra rør 1 
Rør 3 500 µg/ml 100 µl medium + 100 µl fra rør 2 
Rør 4 125 µg/ml 150 µl medium + 50 µl fra rør 3 
Rør 5 31 µg/ml 150 µl medium + 50 µl fra rør 4 
 
6. PHA ble fortynnet ved å blande 600 µl medium med 600 µl PHA. 
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7. 180 µl fortynnet blod ble tilsatt i hver brønn i mikrotiterplaten. Til halvparten av 
brønnene ble 10 µl av henholdsvis medium eller PHA tilsatt. Kontrollbrønnen for 
mediumet ble tilsatt 20 µl medium, kontrollbrønnen for PHA ble tilsatt 10 µl medium 
og 10 µl PHA. Til slutt ble 10 µl av hver fortynning av prøven (2 paralleller av hver 
fortynning) tilsatt. 
8. Platen ble satt til inkubering i 72 timer.  
9. Ca 100 µl av supernatanten fra hver brønn i mikrotiterplaten ble overført til 
eppendorfrør. Parallellene av hver fortynning ble slått sammen. 
 
ELISA  
(R&D Systems
®
 2009; Wikipedia 2009) 
Prinsipp 
ELISA metoden blir brukt for å detektere antigener i en prøve. Kittsettet som ble benyttet 
inneholder viktige komponenter som kreves for en sandwich ELISA for å måle naturlig og 
rekombinant humant interleukin 6. Prinsippet for en sandwich ELISA er å ”fange” et antigen 
med et antistoff som fester antigenet til en overflate. Deretter blir et deteksjonsantistoff tilsatt 
og det blir dannet et kompleks mellom det fangende antistoffet, antigenet og 
deteksjonsantistoffet. Deteksjonsantistoffet er bundet til et enzym, som mot sluttet av 
analysen blir konvertert til et detekterbart signal. Mellom hvert trinn i prosessen blir 
mikrotiterplaten vasket med en mild vaskebuffer, slik at antistoff som ikke er spesifikt 
bundet blir fjernet. Etter den siste vaskeprosessen blir et enzymatisk substrat tilsatt for å 
omdanne enzymet bundet til deteksjonsantistoff til et signal som kan detekteres med en 
mikroplateleser.  
Elisa-testen ble utført av Marit Inngjerdingen på Rikshospitalet i Oslo.  
Reagenser 
Destillert vann 
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Fangende (”capture”) antistoff: anti-humant IL-6 fra mus (2,0 μg/ml) i 1 x PBS 
Deteksjonsantistoff: anti-humant IL-6 fra geit (200 ng/ml) i fortynningsreagens 
Standard:  Rekombinant humant IL-6 med konsentrasjoner 600, 300, 150, 75, 37,5, 18,75, 
og 9,375 pg/ml i fortynningsreagens 
Streptavidin-HRP (pepperrot-peroksidase): fortynnet 1:200 i fortynningsreagens 
1 x PBS (fosfat bufret Salin): 1 tablett løst i 200 ml destillert vann 
Fortynningsreagens:  1,5 g BSA (Bovine Serum Albumin) 
  150 ml 1 x PBS 
Vaskebuffer:  500 ml 10 x PBS 
  2,5 ml Tween 
  4,5 L destillert vann 
10 x PBS:   2 g kaliumklorid (KCl) 
  2 g kaliumdihydrogenortofosfat (KH2PO4) 
  11,5 g dinatriumhydrogenortofosfat (Na2HPO4) 
  80 g natriumklorid (NaCl) 
  1 L destillert vann 
Substratløsning:  2,5 ml av fargereagens A (H2O2) 
   2,5 ml av fargereagens B (tetrametylbenzidin) 
Stoppløsning;  5 ml svovelsyre (H2SO4) 
 95 ml destillert vann   
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Utstyr 
Finnpipetter og spisser 
Mikrotiterplate med 96 brønner 
Begerglass 
Liten bøtte 
Magnetrører og magnet 
Målesylinder 
Reagensrør 
Eppendorfrør 
Whirlimixer, Scientific Industries, Vortex Genie
®
2 
Mikroplateleser, EPSON LX-300 
Vekt, Adventurerer 
TM
, OHAUS 
Prosedyre 
A) Klargjøring av mikrotiterplate 
1. Dagen før ELISA-assay metoden ble mikrotiterplaten dekket med antistoff. Fangende 
antistoff ble fortynnet til ønsket konsentrasjon (2,0 μg/ml) i PBS. Det ble tilsatt 50 μl 
fortynnet fangende antistoff i hver brønn. Lokket ble satt på og mikrotiterplaten ble 
inkubert over natt på et mørkt sted ved romtemperatur. 
2. Mikrotiterplaten ble vasket 3 ganger med vaskebuffer. Ved vaskeprosessen ble en 
liten bøtte fylt med vaskebuffer, mikrotiterplaten ble lagt i bøtta og ristet under 
vaskebufferen. Det er viktig å fjerne all væske mellom hver vask. Etter siste vask ble 
resterende vaskebuffer og bobler fjernet ved å snu mikrotiterplaten opp ned og tørket 
ved å banke platen mot rent, tørt papir. 
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3. 300 μl fortynningsreagens ble tilsatt i hver brønn. Lokket ble satt på og platen ble 
inkubert på et mørkt sted i minst 1 time ved romtemperatur. 
4. Trinn 2 ble gjentatt. 
 
B) ELISA-assay prosedyre 
1. 50 μl av hver fortynning av prøven eller standarden (2 paralleller av hver 
fortynning) ble tilsatt brønnene. Lokket ble satt på og platen ble inkubert på et 
mørkt sted i 2 timer ved romtemperatur. 
2. Trinn 2 under A) ble gjentatt. 
3. 50 μl deteksjonsantistoff ble tilsatt i hver brønn. Lokket ble satt på og platen ble 
inkubert på et mørkt sted i 2 timer ved romtemperatur. 
4. Trinn 2 under A) ble gjentatt. 
5. 50 μl Strepavidin-HRP ble tilsatt til hver brønn. Lokket ble satt på og platen ble 
inkubert på et mørkt sted i 20 minutter ved romtemperatur. Det er viktig å unngå 
at platen blir eksponert for lys. 
6. Trinn 2 under A) ble gjentatt. 
7. 50 μl substratløsning ble tilsatt til hver brønn. Lokket ble satt på og 
mikrotiterplaten ble inkubert på et mørkt sted i 20 minutter ved romtemperatur. 
Det er viktig å unngå at platen blir eksponert for lys. 
8. 50 μl stoppløsning ble tilsatt til hver brønn. Mikrotiterplaten ble ristet forsiktig 
for å blande løsningen. 
9. Absorbansen ble målt ved 450 nm ved hjelp av en mikroplateleser.  
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5.5.3 Måling av NO-frigjøring fra makrofager 
(Promega Corporation 2009) 
Prinsipp 
Ved aktivering av makrofager stimuleres disse til å skille ut nitrogenoksid (NO) og en rekke 
andre mediatorer som bidrar til immunresponsen. Man kan undersøke dannelsen av 
nitrogenoksid, og dermed makrofagaktivitet, ved å måle mengden nitritt (NO2
-
). Nitritt er en 
av to stabile og ikke-flyktige nedbrytningsprodukter av NO. Griessreagenssystemet er basert 
på den kjemiske reaksjonen vist i figur 5-14. Nitritt reagerer med sulfanilamid og N-1-
naftyletylendiamin dihydroklorid (NED) under sure betingelser (fosforsyre). Det dannes en 
azo-forbindelse som farger løsningen rosa, og intensiteten kan avleses ved aborbansmåling. 
Griessreagenssystemet kan detektere nitritt i forskjellige matrikser som serum, plasma, urin, 
og cellekulturmedium.   
 
Figur 5-14 Kjemiske reaksjoner involvert i måling av NO2
-
 ved bruk av Griess 
reagens (Promega Corporation 2009; Glæserud 2008).  
 
Testen, måling av NO-frigjøring fra makrofager, ble utført av Kari T. Inngjerdingen på 
Rikshospitalet i Oslo.  
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Reagenser 
Dyrkningsmedium: RPMI 1640 tilsatt 10 % kalveserum, 1 % penicillin/streptomycin og 2 
mM L-glutamin, 5·10
-5 
m 2-mercaptoetanol. 
Griess-reagens A: 1 % sulfanilamid (i 5 % fosforsyre) 
Griess-reagens B: N
-
(1-naptyl)etylendiamin (NED) i destillert vann 
Cellelinje: RAW 264,7 derivert fra musemakrofager. 
Positiv kontroll: LPS (lipopolysakkarid), PM-II fra Plantago major 
Utstyr 
Celleteller: Coulter® Particle Counter (Beckman Coulter) 
Sentrifuge: Rotina 420 R (Hettich) 
Celleinkubator skap med CO2-kontroll (Forma Scientific) 
Absorbansmåler: Titertek multiskan 
Mikrotiterplater med flat og rund bunn 
Prosedyre 
En nitritt-standardkurve må lages for hvert assay grunnet endringer i farge. 
1. Makrofager ble høstet fra cellekultur. For å telle cellene ble 20 µl cellesuspensjon 
tilsatt 10 ml isoton buffer II. Cellene ble telt i coulter counter. 
2. Cellene ble spunnet ned ved 1300 rpm i 5 minutter. 
3. Cellene ble resuspendert i dyrkningsmedium til en konsentrasjon på 500.000 
celler/ml. 
4. Det ble laget en fortynningsrekke på 5 mg/ml, 500 µg/ml og 50 µg/ml av prøvene.  
5. 2 µl prøve ble tilsatt til hver brønn. For hver fortynning ble det laget 2 paralleller. 
Som positive kontroller ble 2 paralleller med 5 µl LPS (10 ng/µl) og 5 µl av PMII (2 
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mg/ml) benyttet. Rent medium ble benyttet som negativ kontroll. Flatbunnet 
mikrotiterplate ble benyttet. 
6. 100 µl cellesuspensjon (=50.000 celler) ble tilsatt hver brønn. Sluttkonsentrasjon av 
prøvene: 100 µg/ml, 10 µg/ml og 1 µg/ml. 
7. Cellene ble inkubert ved 37°C i en celleinkubator med 4 % CO2 i ca. 24 timer. 
8. Supernatanten ble overført til rundbunnet mikrotiterplate og sentrifugert ved 1400 
rpm i 2 minutter. 
9. 50 µl av supernatanten ble overført til flatbunnet mikrotiterplate. 
10. Det ble laget en standardkurve med fortynninger av 100 mM NaNO2 (100, 50, 25, 
12.5, 6.25, 3.13, 1.56 µM). Disse ble behandlet likt som prøvene.  
11. 50 µl Griess reagens A ble tilsatt hver brønn. 
12. Platen ble satt mørkt i 10 minutter. 
13. 50 µl Griess reagens B ble tilsatt hver brønn. 
14. Absorbansen ble målt ved 540 nm. 
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6. Resultater og diskusjon 
6.1 Isolering av polysakkarider 
6.1.1 Ekstraksjon 
Det var 0,55 kg tørt plantematerialet av Artemisia afra til disposisjon for denne oppgaven. 
Plantematerialet var tørket i Sør-Afrika, og inneholdt de overjordiske delene av A. afra, i 
dette tilfelle både blader og stilker. Det ble fylt opp 3 hylser for ekstraksjon i soxhlet, som 
utgjorde en samlet mengde av plantematerialet på 406 g. Materialet ble først ekstrahert med 
diklormetan og metanol i soxhlet (metode 5.2.1), for å fjerne uønskede forbindelser, upolare 
og lavmolekylære, som kan interferere med analysemetodene. Disse ekstraktene ble ikke 
brukt for videre studier. Deretter ble det ekstrahert med 50 % etanol, og ekstraktet ble 
dampet inn på rotavapor til det ikke var mer etanol igjen i løsningen (metode 5.2.2). Til slutt 
ble plantematerialet ekstrahert med 50°C og 100°C varmt vann (metode 5.2.3). De tre 
sistnevnte ekstraktene ble benyttet for videre polysakkaridanalyser.  
6.1.2 Ionebytterkromatografi 
Etter oppkonsentrering og fjerning av lavmolekylære stoffer ved hjelp av ultrafiltrering ble 
de tre ekstraktene applisert på en ionebytterkolonne (metode 5.2.5). Det ble brukt 2 kolonner, 
slik at hele prosessen skulle gå fortere. Det var store mengder ekstrakt med etanol og 50°C 
vann, derfor ble disse satt på i to omganger. Ekstraktet med 100°C vann var mer konsentrert 
og det holdt med applikasjon en gang. Det ble applisert ca 800 ml prøveløsning ved hver 
kjøring. Den nøytrale delen ble eluert med destillert vann. Deretter ble de sure 
polysakkaridene eluert ut etter økende surhetsgrad med en NaCl-gradient fra 0 – 1,5 M. Til 
slutt ble kolonnen eluert med 2 M NaCl for å få ut de mest sure sukkermolekylene. På grunn 
av for lite utbytte ble følgende fraksjoner ikke tatt vare på: 50°C og 100°C vann eluert med 2 
M NaCl og nøytral fraksjon 100°C. Etter eluering med destillert vann ble de nøytrale 
fraksjonene dampet inn på rotavapor og frysetørket. De sure polysakkaridene fra eluering 
med NaCl-gradient og 2 M NaCl ble samlet opp ved hjelp av en fraksjonssamler. På 
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bakgrunn av resultater fra fenolsvovelsyretesten (metode 5.3.1) ble fraksjonene slått 
sammen, se figur 6-1. De sammenslåtte fraksjonene ble henholdsvis kalt NøyEtOH, 
GradEtOH, 2MEtOH, Nøy50, GradI50, GradII50, GradI100 og GradII100. 
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Figur 6-1 Eksempel på en karbohydratprofil for 50°C vannekstrakt eluert med 0-1,5 M 
NaCl-gradient på en ANX Sepharose 4 Fast Flow kolonne. Absorbansen ble målt ved 490 
nm etter at en FS-test ble utført. Fraksjonen fra 450-810 ml og 830-930 ml ble slått sammen 
og henholdsvis kalt GradI50 og GradII50. 
Etter at fraksjonene ble slått sammen, ble disse dampet inn, dialysert og frysetørket, utbytte 
er vist i tabell 6-1. 2MEtOH fikk en sterk brunfarge, mens NøyEtOH og Nøy50 var mer 
gulbrune. De resterende frysetørkede ekstraktene hadde en beige, nesten hvit farge.  
Tabell 6-1 Utbytte i mg etter kjøring på ionebytterkolonnen. 
Fraksjon Utbytte (mg) 
NøyEtOH 237,3  
GradEtOH 807,3  
2MEtOH 938,4 
Nøy50 100,9 
GradI50 243,2 
GradII50 29,6 
GradI100 1615,1 
GradII100 1080,8 
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De frysetørkede fraksjonene ble så undersøkt for biologisk aktivitet ved hjelp av 
komplementfikseringstesten. De fraksjonene som viste høyere aktivitet enn standarden PMII, 
ble brukt for videre polysakkaridanalyser, se seksjon 6.3.1.  
6.1.3 Gelfiltrering med Sephacryl S-200 
Fraksjonene GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100 ble valgt for videre studier og ble 
ytterligere separert og fraksjonert på en Sephacryl S-200 gelfiltreringskolonne. 100 mg prøve 
ble løst i 25 ml 0,3 M natriumacetatløsning. For hver gang ble det applisert ca 25 ml 
prøveløsning på kolonnen. Fraksjonene ble slått sammen på bakgrunn av FS-testen (metode 
5.3.1) og deretter dialysert og frysetørket. Fra GradEtOH ble det samlet to fraksjoner, 
GradEtOHa og GradEtOHb. GradI50 ble delt opp i tre nye fraksjoner, GradI50a, GradI50b 
og GradI50c. Fra GradI100 ble det samlet to fraksjoner, GradI100a og GradI100b. GradII100 
ble delt opp i kun en ny fraksjon, GradII100a. Tabell 6-2 viser utbytte av de forskjellige 
fraksjonene etter separasjon på Sephacryl S-200. 
Tabell 6-2 Utbytte av de gelfiltrerte fraksjonene etter dialyse og frysetørking. 
Fraksjon Utbytte (mg) 
GradEtOHa 25,1 
GradEtOHb 41,8 
GradI50a 25,2 
GradI50b 18,9 
GradI50c 15,6 
GradI100a 21,7 
GradI100b 36,9 
GradII100a 66,2 
 
Fraksjonene ble undersøkt for biologisk aktivitet ved hjelp av komplementfikseringstesten. 
De fraksjonene som viste høyere aktivitet enn standarden PMII, ble valgt for videre 
polysakkaridanalyser, se seksjon 6.3.1.  
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6.2 Karbohydratanalyse 
6.2.1 Monosakkaridanalyse 
 
 
Figur 6-2 Eksempel på et GC-kromatogram av fraksjon GradI50. Intern standard er 
mannitol.  
Monosakkaridsammensetningen av fraksjoner fra ionebytterkromatografi og gelfiltrering ble 
bestemt ved hjelp av GC etter metanolyse og TMS-derivatisering. Et monosakkarid kan 
opptre i flere former, som kan gi opphav til flere topper i kromatogrammet. Figur 6-2 viser et 
eksempel på et GC-kromatogram av fraksjon GradI50. Monosakkaridsammensetningen av 
fraksjoner fra ionebytterkromatografi (GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100) og fra 
gelfiltrering på Sephacryl S-200 (GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og GradII100a) er vist i 
tabell 6-3.  
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Tabell 6-3 Karbohydratsammensetning av fraksjoner etter ionebytterkromatografi og 
gelfiltrering. Verdiene er oppgitt i prosent i forhold til totalt karbohydratinnhold.  
 
Verdiene for totalmengden karbohydrat har vært svært varierende og det ble derfor ikke tatt 
hensyn til totalt sukkerinnhold i denne oppgaven. Vurdering av GC-analysen er basert på 
forholdet mellom de forskjellige monosakkaridene som antas å være riktig.  
Alle fraksjoner inneholder arabinose, galaktose, rhamnose og galakturonsyre, som er typisk 
for pektiner. Generelt kan en se at innholdet av Ara, Rha og Gal øker etter gelfiltrering, mens 
innholdet av GalA avtar. For alle fraksjoner etter ionebytterkromatografi kunne en tydelig se 
tilstedeværelsen av 4-OMe-GlcA i kromatogrammene, der topp 2 for stoffet sammenfalt med 
toppen for mannose. Det var derimot vanskelig å identifisere 4-OMe-GlcA i 
kromatogrammene etter gelfiltreringen, og ble derfor ikke tatt med i beregningen.  
Fraksjonene GradEtOHa, GradI50a og GradI100a inneholder mye Ara og Gal, som kan tyde 
på innhold av arabinogalaktaner. Det kan også forekomme områder med arabinaner, som 
bare består av arabinose. Alle fraksjoner inneholder GalA, som er monosakkaridet i 
homogalakturonan. Forekomst av rhamnose i tillegg til galakturonsyre kan tyde på innhold 
av rhamnogalakturonaner.  
Fraksjonene GradII100 og GradII100a inneholder mye GalA i forhold til innhold av Ara, Rha 
og Gal. Dette indikerer at fraksjonene består av betydelige mengder med homogalakturonan, 
såkalte smooth regions.  
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6.2.2 Bindingsforhold 
Bindingsforholdene mellom monosakkaridene i fraksjonene etter gelfiltrering (GradEtOHa, 
GradI50a, GradI100a og GradII100a) ble bestemt ved karboksylsyrereduksjon, med 
påfølgende metylering, hydrolyse, reduksjon, acetylering og GC-MS analyse.  
Tabell 6-4 viser fordelingen mellom monosakkaridene og deres bindingstyper. Mengden av 
hver bindingstype er beregnet ut fra arealet under kurven (AUC) for hver topp i 
kromatogrammet i forhold til total AUC for alle monosakkaridene i hver prøve. Dette 
forholdstallet ble multiplisert med mengden av hvert monosakkarid funnet etter metanolyse 
og GC.  
Noen topper i kromatogrammene var forurensninger, dette kan ses ved at man ikke finner 
igjen viktige ioner i MS-spekteret. Noen monosakkarider med bestemte bindingstyper kan ha 
omtrent lik retensjonstid, slik at disse overlapper i kromatogrammet og sammen danner en 
topp. Dette kan innebære at mengden beregnet ut fra AUC ikke er helt nøyaktig.  
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Tabell 6-4 Prosentvis fordeling av de ulike monosakkaridene og deres bindingstype for 
fraksjoner etter gelfiltrering på Sephacryl S-200.  
 
Fraksjonen GradII100a inneholder mye 1,4-bundet GalA (51,5 %). Andelen av andre 
monosakkarider er relativt liten. Dette tyder på at GradII100a har betydelige områder med 
homogalakturonan, også kalt smooth regions. Resultatet er samsvarende med det som ble 
funnet etter metanolyse og GC. Fraksjonen inneholder i tillegg 1,4-bundet glukose (7,6 %) 
og terminal glukose (1,9 %). Dette er sannsynligvis forurensninger som kommer fra stivelse.  
Noe 1,3,4 GalA er funnet i fraksjonene GradEtOHa, GradI50a og GradI100a. Disse 
fraksjonene inneholder i tillegg noe terminal xylose, som kan være bundet til GalA i C3 
posisjon. Denne strukturenheten kalles xylogalakturonan. Terminal xylose kan også sitte på 
sidekjeder eller kan sammen med 1,4 Glc stamme fra xyloglukaner. GradEtOHa og GradI50a 
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inneholder 1,4 Xyl (henholdsvis 6,5 % og 12,0 %), det er da sannsynlig at xylanstrukturer 
forekommer i disse prøvene.  
Rhamnogalakturonan I består av vekselvis 1,4 GalA og 1,2 Rha-enheter. I tillegg kan 
rhamnose være forgrenet i posisjon C4. Både GradEtOHa, GradI50a og GradI100a 
inneholder relativt mye 1,2,4 Rha. Dette tyder på at mange av Rha enhetene er å finne som 
forgreningspunkter. Rhamnogalakturonan II består av en kjede med 1,4 GalA og 1,3,4 GalA, 
hvor terminal arabinose og rhamnose kan være bundet i forgreningspunktene. Alle disse 
finnes i fraksjonene GradEtOHa, GradI50a og GradI100a. 
Fraksjonene GradEtOHa, GradI50a og GradI100a består av en relativ stor andel av terminale 
monosakkarider og forgreningspunkter. Dette kan tyde på at ekstraktene inneholder en del 
områder med hairy regions.   
Hairy regions består ofte av RG-I med sidekjeder av AG-II. Typisk for AG-II er forekomst av 
1,3 Gal, 1,6 Gal, forgrenede 1,3,6 Gal enheter, i tillegg til terminal og 1,5 bundet Ara. Alle 
fraksjonene inneholder disse strukturenhetene, bortsett fra GradII100a, der 1,6 Gal ikke 
kunne detekteres. GradEtOHa ser ut til å inneholde mest AGII, mens GradII100a inneholder 
svært lite av de nevnte strukturenhetene og tilstedeværelsen av AG-II ble ikke påvist for 
fraksjonen GradII100a ved felling med Yariv reagens. Resultatet av Yariv-testen er 
presentert i seksjon 6.2.4.  
 
6.2.3  Bestemmelse av molekylvekt, gelfiltrering koblet til FPLC-
apparatur med Superose 6 
Molekylvektsfordelingen ble bestemt ved å bruke en Superose 6 kolonne koblet til FPLC-
apparatur. Elueringsprofilene fra metode 5.2.6 ble brukt til å finne 
molekylvektsdistribusjonen til fraksjonene GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100. Det 
ble laget en standardkurve for dekstraner med kjent molekylvekt. Standardkurven ble videre 
brukt til å finne en regresjonslinje og funksjonen til regresjonslinjen, som her er y = -0,2165x 
+ 7,9731, ble brukt til å beregne molekylvektsfordelingen for de ulike fraksjonene. Figur 6-3 
viser standardkurven med tilpasset regresjonslinje og funksjonen til denne. R
2
-verdien er på 
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0,963 som betyr at tilpassningen for regresjonslinjen ikke er helt optimal, men 
tilfredsstillende. 
Standardkurve for dekstraner
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Figur 6-3 Standardkurve for dekstraner med kjent molekylvekt. 
 
Tabell 6-5 viser en oversikt over anslåtte molekylvektsintervaller for de ulike fraksjonene når 
10 mM NaCl-løsning ble brukt som eluent. Molekylvekten ved toppmaksimum viser ved 
hvilken molekylvekt hovedtyngden av karbohydrat ble eluert. Fra Mw til Mw viser 
intervallet for bredden av hele toppen. 
 
Tabell 6-5 Oversikt over estimerte molekylvektstintervaller for GradEtOH, GradI50, 
GradI100 og GradII100. 10 mM NaCl-løsning ble benyttet som eluent. 
 
Fra 
Mw 
Til 
Mw 
Mw toppmaksimum 
for topp 1 
Mw toppmaksimum 
for topp 2 
GradEtOH 1.569.278 8.024 142.626 - 
GradI50 3.222.181 6.313 142.626 - 
GradI100 971.404 12.962 88.287 - 
GradII100 1.569.278 20.941 88.287 - 
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Tabell 6-5 viser at molekylvektsintervallene er veldig store når det blir brukt 10 mM NaCl-
løsning som eluent. Dette viser tydelig at uronsyrene har dannet aggregater med bred 
molekylvektsdistribusjon. Molekylvektsintervallet strekker seg fra 6.313 til 3.222.181 Da. 
Samme prosedyre (metode 5.2.6) ble også utført med 0,3 M natriumacetatløsning som eluent 
og resultatet er vist i tabell 6-6. Natriumacetatløsning bryter bindingene mellom uronsyrene 
og hindrer ko-eluering av uronsyreaggregater.   
Tabell 6-6 Oversikt over estimerte molekylvektstintervaller for GradEtOH, GradI50, 
GradI100 og GradII100. 0,3 M natriumacetatløsning med pH 5,2 ble benyttet som eluent. 
 
Fra 
Mw 
Til 
Mw 
Mw toppmaksimum for 
topp 1 
Mw toppmaksimum for 
topp 2 
GradEtOH 372.220 3.074 69.462 10.198 
GradI50 230.409 2.419 88.287 12.962 
GradI100 230.409 3.907 42.998 12.962 
GradII100 42.998 3.907 10.198 - 
 
Tabell 6-6 viser at for fraksjonene GradEtOH, GradI50 og GradI100 er det to hovedtopper i 
elueringsprofilen, et eksempel er vist i figur 6-4.  
 
Figur 6-4 Et eksempel på en elueringsprofil ved bruk av Superose 6, målt ved 490 
nm etter FS-test. Eluenten som ble brukt var 0,3 M natriumacetatløsning. Grafen 
viser to topper med hvert sitt toppmaksimum.  
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Ved å bruke natriumacetatløsning som eluent får man en bedre separasjon og et mer nøyaktig 
svar, som skyldes en oppløsning av aggregatene. Molekylvektsintervallet strekker seg her fra 
2.419 til 372.220 Da. 
Metoden brukes til å bestemme i hvilket molekylvektsintervall strukturene i prøvene ligger 
innenfor. Denne metoden gir ingen nøyaktig svar, men resultatet kan brukes som et estimat.  
 
6.2.4 Felling med Yariv reagens-Identifikasjon av AG-II 
Yariv reagens ble brukt for å se om prøvene (GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og 
GradII100a) inneholder arabinogalaktan II. Platen med gelbondfilmen er vist i figur 6-5. Der 
hvor det er røde ringer rundt brønnen har det skjedd en utfelling. Hensikten med testen er å 
kvalitativt bestemme tilstedeværelsen av arabinogalaktan II. Man kan få et inntrykk av hvor 
mye AG-II det er i hver testsubstans, men metoden er ikke kvantitativ. 
 
Figur 6-5 Gelbondfilm med utfelt arabinogalaktan II, med volum 2, 4, 6 μl av 
standard (øverst), GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og GradII100a (nederst). Mal 
for platen under metode 5.4.3.  
 
Testen viste at alle fraksjoner, bortsett fra GradII100a inneholder arabinogalaktan II, se tabell 
6-7. 
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Tabell 6-7 Oversikt over utfelt arabingalaktan II for standarden og de ulike fraksjonene. + 
(postivt/tydelig utfelling), - (negativt/ingen utfelling). 
 2 μl 4 μl 6 μl 
Standard + + + 
GradEtOHa + + + 
GradI50a + + + 
GradI100a + + + 
GradII100a - - - 
 
Resultatet stemmer godt overens med mengden 1,3,6 Gal detektert ved GC-MS analysen.   
6.3 Immunmodulerende aktivitet 
6.3.1 Komplementfiksering 
Komplementfikseringstesten ble brukt for å undersøke om fraksjonene har biologisk 
aktivitet. Polysakkaridene i prøven kan påvirke komplementfaktorer som vil føre til redusert 
hemolyse av sensibiliserte røde blodceller fra sau (SRBC). Aktiviteten måles i prosentvis 
hemming av hemolyse, og en viktig parameter for testen er ICH50. ICH50 er den 
konsentrasjonen av en prøve som gir 50 % hemming av hemolyse. ICH50-verdien bør ses i 
sammenheng med standarden PMII. Grunnen til det er at faktorene i det biologiske systemet 
kan variere fra dag til dag. Testen skiller ikke mellom komplementaktivering- og hemming, 
da begge vil føre til redusert hemolyse. Plantago major L, fraksjon II (PMII) ble brukt som 
positiv kontroll. PMII har vist å aktivere komplement både via den klassiske og den 
alternative reaksjonsvei (Michaelsen et al. 2000).    
For å finne ut hvilke fraksjoner som var biologisk aktive etter ionebytterkromatografi, ble det 
utført en komplementfikseringstest. Fraksjonene som hadde lite komplementfikserende 
aktivitet i forhold til standarden PMII ble ikke brukt i videre analyseprosesser. På den måten 
ble 4 av totalt 8 fraksjoner eliminert.   
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Det var mange prøver som skulle testes, derfor ble det til sammen brukt 2 mikrotiterplater. 
 
Figur 6-6 Komplementfikserende aktivitet fra mikrotiterplate 1 for alle fraksjoner 
(etter ionebytterkromatografi) av etanolekstrakt, 50°C vannekstrakt og standarden 
PMII. Y-aksen viser %-vis hemming av hemolyse. X-aksen er konsentrasjonen i 
µg/ml.  
 
 
Figur 6-7 Komplementfikserende aktivitet fra mikrotiterplate 2 for fraksjoner (etter 
ionebytterkromatografi) av 100°C vannekstrakt og standarden PMII. Y-aksen viser 
%-vis hemming av hemolyse. X-aksen er konsentrasjonen i µg/ml. 
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Figur 6-6 og tabell 6-8 viser aktivitet av fraksjonene NøyEtOH, GradEtOH, 2MEtOH, 
Nøy50, GradI50, GradII50 og PMII. Alle fraksjoner, bortsett fra Nøy50, har lavere ICH50-
verdi enn PMII, dette tyder på høyere komplementfikserende aktivitet. GradEtOH, 2MEtOH, 
GradI50 og GradII50 er i tillegg tydelig mer aktive enn NøyEtOH.   
Tabell 6-8 ICH50-verdier fra mikrotiterplate 1 for alle fraksjoner (etter 
ionebytterkromatografi) av etanolekstrakt, 50°C vannekstrakt og PMII, verdier er tatt fra 
figur 6-6. 
Ekstrakt ICH50-verdi (µg/ml) 
PMII 142,3 
NøyEtOH 103,4 
GradEtOH 35,7 
2MEtOH 19,7 
Nøy50 434,6 
GradI50 36,3 
GradII50 56,4 
 
Figur 6-7 og tabell 6-9 viser aktivitet av fraksjonene GradI100 og GradII100 sammenlignet 
med PMII. Begge ekstraktene har en lavere ICH50-verdi enn PMII, og dermed høyere 
aktivitet. 
Tabell 6-9 ICH50-verdier fra mikrotiterplate 2 for fraksjoner (etter ionebytterkromatografi) 
av 100°C vannekstrakt og PMII, verdier er tatt fra figur 6-7. 
Ekstrakt ICH50-verdi (µg/ml) 
PMII 192,7 
GradI100 101 
GradII100 97 
 
Ut ifra komplementtesten og utbytte (se tabell 6-1 i seksjon 6.1.2) av de ulike fraksjonene 
etter ionebytterkromatografi ble det bestemt at det skulle jobbes videre med 4 fraksjoner: 
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GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100. Disse fraksjonene hadde høyt utbytte og viste 
stor aktivitet i komplementtesten. Selv om 2MEtOH hadde høyt utbytte og høy 
komplementfikserende aktivitet, ble den ekskludert fra videre studier på grunn av dens sterke 
brunfargen.  
 
Komplementfikserende aktivitet ble også bestemt for alle fraksjoner som ble samlet opp etter 
gelfiltreringen. Figur 6-8 og 6-9 viser komplementfikserende aktivitet av de ulike 
fraksjonene.  
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Figur 6-8 Komplementfikserende aktivitet fra mikrotiterplate 1 for fraksjonene (etter 
gelfiltrering) GradEtOHa, GradEtOHb, GradI50a, GradI50b, GradI50c, GradI100a 
og standarden PMII. Y-aksen viser %-vis hemming av hemolyse. X-aksen er 
konsentrasjonen i µg/ml. 
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Figur 6-9 Komplementfikserende aktivitet fra mikrotiterplate 2 for fraksjonene 
GradI100b, GradII100a og standarden PMII. Y-aksen viser %-vis hemming av 
hemolyse. X-aksen er konsentrasjonen i µg/ml. 
 
Tabell 6-10 og 6-11 viser ICH50-verdier for de ulike fraksjonene etter gelfiltreringen. Noen 
av fraksjonene har ikke en målbar ICH50-verdi ut fra resultatene i dette forsøket. 
Konsentrasjonen på prøvene må derfor være høyere enn 500 μg/ml for å kunne bestemme en 
ICH50-verdi.  
Tabell 6-10 ICH50-verdier fra mikrotiterplate 1 for fraksjonene GradEtOHa, GradEtOHb, 
GradI50a, GradI50b, GradI50c, GradI100a og PMII. Verdier er korresponderende med 
figur 6-8.  
Ekstrakt ICH50-verdi (μg/ml) 
PMII 403,6 
GradEtOHa 86,6 
GradEtOHb - 
GradI50a 74,7 
GradI50b - 
GradI50c 495,3 
GradI100a 76,2 
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Tabell 6-11 ICH50-verdier fra mikrotiterplate 2 for fraksjonene GradI100b, GradII100a og 
PMII. Verdier er korresponderende med figur 6-9.  
Ekstrakt ICH50-verdi (μg/ml) 
PMII 381,1 
GradI100b - 
GradII100a 202,2 
 
GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og GradII100a viser en høyere komplementfikserende 
aktivitet enn standarden PMII. Disse fraksjonene ble valgt for videre polysakkaridanalyser. 
GradEtOHa, GradI50a og GradI100a har veldig høy aktivitet i forhold til PMII. I seksjon 
6.2.2 ble det nevnt at disse fraksjonene har noen områder med hairy regions, i tillegg til 
strukturer med AG-II. Det er kjent at hårete områder er viktig for biologisk aktivitet, og de 
har vist å aktivere både den klassiske og den alternative reaksjonsvei i komplementsystemet. 
GradII100a viste litt høyere aktivitet enn PMII, forskjellen i ICH50-verdien i forhold til 
standarden var derimot ikke like stort som for de andre fraksjonene. Som nevnt i seksjon 
6.2.2 inneholder GradII100a betydelige mengder med smooth regions eller HG.    
6.3.2 Makrofagstimulering 
Makrofager fungerer som fagocytter, og produserer nitrogenoksid (NO), vekstfaktorer og 
cytokiner ved aktivering. NO brytes ned til nitritt, som er en stabil forbindelse. 
Griessreagenssystemet kan detektere nitritt, og ved hjelp av en standardkurve for kjente 
konsentrasjoner av nitritt kan mengden NO2
-
 i prøvene bestemmes. NO-frigjøring fra 
makrofager ble målt etter stimulering av makrofagene med de gelfiltrerte fraksjonene 
GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og GradII100a. Makrofager fra musecellelinjen RAW 
264,7 ble benyttet. Resultatene for måling av nitritt er presentert i figur 6-10. Testen ble flere 
ganger mislykket, årsaken var trolig en feil med cellelinjene. Siste forsøket ble vellykket, 
resultatet er derfor basert på en forsøksparallell, som er da kun et indisium på effekt.  
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Figur 6-10 Måling av NO-frigjøring fra makrofager etter stimulering med fraksjonene 
GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og GradII100a. LPS og PMII fra bladene av Plantago 
major L. ble benyttet som positive kontroller. 
 
Rent medium var med i forsøksoppsettet, og absorbansverdien til medium ble trukket fra 
verdiene til prøvene og kontrollene. Alle prøvene, bortsett fra GradI100a, har betydelig 
lavere aktivitet enn standarden PMII. Selv den høyeste konsentrasjonen på 100 μg/ml ga et 
lavt nitrittnivå for GradEtOHa, GradI50a og GradII100a. Prøven som har høyest 
makrofagstimulerende effekt er GradI100a med en konsentrasjon på 100 μg/ml, denne er 
omtrent lik i aktivitet som PMII.   
 
6.3.3 IL-6 antiinflammatorisk aktivitet 
Måling av IL-6 er en annen måte å bestemme biologisk aktivitet på. Interleukin 6 er et 
cytokin som kan ha både pro- og antiinflammatoriske egenskaper. Testen er todelt, i et 
fullblodassay og et enzym-bundet immunosorbent assay, kalt ELISA. Ved fullblodassayet ble 
det tatt blodprøve av 8 friske frivillige. Blodet fra donorene ble fortynnet med medium og 
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180 μl fortynnet blod ble tilsatt i hver brønn i en mikrotiterplate. Deretter ble 10 μl av 
henholdsvis medium eller PHA tilsatt. Til slutt ble de fylte brønnene blandet med 10 μl av 
hver fortynning av prøven. Etter inkubering i 3 døgn ble supernatanten høstet for videre 
jobbing med ELISA. ELISA metoden ble så benyttet for måling av mengden IL-6 i prøvene.  
Ved tilsetning av PHA blir det utløst en inflammasjonstilstand, slik at man kan måle om 
prøvene har antiinflammatoriske egenskaper. Aktiviteten av de ulike fraksjonene ble også 
studert i kun medium, uten tilsetning av PHA, for å se om prøvene har noe aktivitet, selv om 
det ikke foreligger en betennelsestilstand. 
Effekten på IL-6 ble bestemt for fraksjonene etter ionebytterkromatografi (GradEtOH, 
GradI50, GradI100 og GradII100). Figur 6-11 og 6-12 viser konsentrasjonen av IL-6 for 
donor 1 og 2 i henholdsvis ustimulert og PHA stimulert tilstand. 
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Figur 6-11 IL-6 konsentrasjon i pg/ml for donor 1 og 2 målt i medium, uten tilsetning av 
PHA. Fraksjonene GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100 ble testet med en 
prøvekonsentrasjon på 1 mg/ml.  
 
Tendensen for de ulike fraksjonene er den samme for både donor 1 og 2 i ustimulert tilstand. 
Figur 6-11 viser at ved tilsetting av prøvene øker mengden IL-6, noe som kan tyde på at 
ekstraktene er proinflammatoriske. Man må se IL-6 konsentrasjonen for fraksjonene i 
sammenheng med mengden IL-6 for kontrollen, som her er 1,54 pg/ml for donor 1 og 0,46 
pg/ml for donor 2. En svært lav IL-6 konsentrasjon for kontrollen i ustimulert tilstand er 
 117 
optimal, dette viser at donoren var frisk på det tidspunktet blodprøven ble tatt. Ved sykdom 
kan donoren ha et høyt IL-6 nivå i blodet fra før, dette kan interferere med resultatene fra 
testen.     
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Figur 6-12 IL-6 konsentrasjon i pg/ml for donor 1 og 2 målt etter tilsetning av PHA. 
Fraksjonene hadde en prøvekonsentrasjon på 1 mg/ml.  
 
Figur 6-12 viser at IL-6 konsentrasjonen for donor 1, i PHA stimulert tilstand, er uforandret i 
forhold til kontrollen. Dette tyder på at ingen av ekstraktene har antiinflammatoriske 
egenskaper. Ved donor 2 kan man se en lett økning i IL-6 for GradI100 og GradII100, mens 
konsentrasjonen er nesten 3 ganger høyere for GradI50. Det skjedde en pipetteringsfeil under 
arbeidet med GradEtOH for donor 2, slik at det ikke var nok løsning igjen til å bestemme 
mengden IL-6 for denne fraksjonen. Analysen av donor 2 viser igjen at prøvene ikke har noe 
antiinflammatoriske egenskaper, men man kan se en tendens til proinflammatorisk aktivitet.      
På grunn av tidsmangel, ble kun 2 av totalt 8 donorer analysert. Resultatet fra 2 friske 
frivillige er for lite til å kunne trekke noen endelige konklusjoner. I tillegg ble kun den 
høyeste prøvekonsentrasjonen, 1 mg/ml, analysert. For videre analyser kan det være 
interessant å utføre testen på de resterende 6 donorene og i tillegg studere effekten av de 
andre prøvekonsentrasjonene på 500, 125 og 31 μg/ml.      
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6.4 Strukturoppklaring ved enzymatisk degradering 
6.4.1 Enzymatisk degradering 
5 mg GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og GradII100a ble degradert med enzymet endo-
polygalakturonidase. Uronsyrene i prøvene ble først deesterifisert med NaOH for å forbedre 
effekten av dette enzymet. Etter degraderingen ble de forgrenede områdene separert fra 
avspaltete mindre galakturonsyreenheter ved hjelp av en PD-10 kolonne. På bakgrunn av 
resultatet fra fenolsvovelsyretesten ble noen av fraksjonene slått sammen. Det ble samlet én 
fraksjon for hver prøve, GradEtOHaE, GradI50aE, GradI100aE og GradII100aE. Prøvene ble 
frysetørket, testet for komplementfikserende aktivitet og karbohydratinnholdet ble bestemt 
ved metanolyse og GC.  
Tabell 6-12 Utbyttet etter enzymatisk degradering med påfølgende applisering på en PD-10 
kolonne og frysetørking.  
Fraksjon Utbytte (mg) 
GradEtOHaE 2,0 
GradI50aE 2,1 
GradI100aE 2,2 
GradII100aE 1,6 
 
 
6.4.2 Karbohydratsammensetning 
Karbohydratsammensetningen for de enzymatisk degraderte fraksjonene ble bestemt ved 
hjelp av metanolyse, TMS-derivatisering og GC. Monosakkaridsammensetningen for 
fraksjonene før og etter enzymdegradering er presentert i tabell 6-13. 
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Tabell 6-13 Karbohydratsammensetning for fraksjonene før og etter enzymatisk 
degradering. Verdiene er oppgitt i prosent i forhold til totalt karbohydratinnhold.  
 
Generelt kan en si at andelen av de ulike monosakkaridene er i liten grad endret. 
GradII100aE inneholder betydelige mengder GalA i forhold til innhold av andre 
monosakkarider som Ara, Rha og Gal, dette tyder på at homogalakturonan er en vesentlig 
strukturenhet i denne fraksjonen. Arabinose og galaktose kan sammen inngå i 
arabinogalaktaner. Det er forholdsvis store mengder av dem i GradEtOHaE, GradI50aE og 
GradI100aE. Rhamnose andelen har økt noe i alle fraksjoner etter enzymatisk degradering. 
Sammen med GalA kan disse stamme fra rhamnogalakturonan. Xylose kan forekomme i 
struktureneheter som xylogalakturonaner, xyloglukaner og xylaner. I alle fraksjoner etter 
enzymatisk degradering ble 4-OMe-GlcA funnet i kromatogrammene. Tilstedeværelsen av 4-
OMe-GlcA ble også funnet for alle fraksjoner etter ionebytterkromatografi, mens det var 
vanskelig å identifisere toppene for stoffet i kromatogrammene for de gelfiltrerte 
fraksjonene.  
6.4.3 Biologisk aktivitet      
Biologisk aktivitet for fraksjonene etter enzymdegradering ble undersøkt ved hjelp av 
komplementfikseringstesten. Figur 6-13 viser komplementfikserende aktivitet for 
GradEtOHaE, GradI50aE, GradI100aE, GradII100aE og standarden PMII.  
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Figur 6-13 Komplementfikserende aktivitet for fraksjonene etter enzymatisk 
degradering (GradEtOHaE, GradI50aE, GradI100aE og GradII100aE) og 
standarden PMII.   
 
Tabell 6-14 viser fraksjonenes ICH50-verdi, som er basert på figur 6-13.  
Tabell 6-14 ICH50-verdier for de enzymdegraderte fraksjonene og PMII, verdier er tatt fra 
figur 6-13.  
Ekstrakt ICH50-verdi (μg/ml) 
PMII 97,5 
GradEtOHaE 45,0 
GradI50aE 29,5 
GradI100aE 33,3 
GradII100aE 446,1 
 
GradEtOHaE, GradI50aE og GradI100aE viser en høyere komplementfikserende aktivitet 
enn GradII100aE og standarden PMII. GradII100aE viste veldig lite aktivitet i forhold til 
PMII. Fraksjonen har tapt komplementfikserende effekt etter enzymatisk degradering, da 
GradII100a viste høyere aktivitet enn PMII i komplementfikseringstesten. Det er blitt nevnt 
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at fraksjonen sannsynligvis består av betydelige mengder med smooth regions, noe som kan 
forklare den lave aktiviteten. Ved degradering med polygalakturonidase kan man isolere 
forgrenede områder fra resten av pektinet. GradI50aE viste lavest ICH50-verdi, etterfulgt av 
GradI100aE og GradEtOHaE. Som nevnt tidligere ble det diskutert at disse fraksjonene 
sannsynligvis inneholder områder med hairy regions, dette kan være grunnen til den høye 
komplementfikserende aktiviteten.     
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7. Konklusjon 
Målet i denne oppgaven var å utføre struktur- og aktivitetsstudier av polysakkarider isolert 
fra Artemisia afra. Polysakkarider fra medisinplanten skulle først isoleres, og deretter 
undersøkes for karbohydratinnhold, struktur og biologisk aktivitet.  
Råekstraktene fra A.afra ble opprenset ved ionebytterkromatografi med ANX Sepharose 4 
Fast Flow og de ulike fraksjonene ble testet for komplementaktivitet. Det viste seg at de sure 
ekstraktene GradEtOH, GradI50, GradI100 og GradII100 hadde en bedre 
komplementfikserende aktivitet enn den positive kontrollen PMII.  
Ekstraktene ble ytterligere separert på en Sephacryl S-200 gelfiltreringskolonne og igjen 
testet for komplementfikserende aktivitet. Fraksjonene GradEtOHa, GradI50a og GradI100a 
viste en nesten fem ganger høyere antikomplementær effekt enn PMII, mens GradII100a 
hadde noe høyere aktivitet enn standarden.  
Karbohydratanalyser viste at ekstraktene inneholder monosakkarider som er typiske for 
pektiner. GradEtOHa, GradI50a og GradI100a inneholder trolig store områder med hairy 
regions, såkalt RG-I. Ved felling med Yariv reagens ble det også påvist tilstedeværelsen av 
AG-II i disse fraksjonene. Undersøkelser av bindingsforhold viste at GradII100a inneholder 
betydelige mengder med homogalakturonan. Fellig med Yariv reagens ga et negativt resultat 
for GradII100a, slik at tilstedeværelsen av AG-II ikke ble påvist for denne prøven.  
Enzymatisk degradering med endo-polygalakturonidase ble utført for å skille de forgrenede 
områdene fra resten av pektinet. De enzymdegraderte fraksjonene GradEtOHaE, GradI50aE 
og GradI100aE viste høy antikomplementær effekt i forhold til standarden PMII, mens 
GradII100aE hadde en fire ganger lavere komplementfikserende aktivitet.  
De gelfiltrerte prøvene GradEtOHa, GradI50a, GradI100a og GradII100a ble undersøkt for 
makrofagstimulerende egenskaper. Fraksjonen GradI100a viste høyest effekt, der en 
prøvekonsentrasjon på 100 μg/ml hadde omtrent lik aktivitet som PMII. De resterende 
fraksjonene hadde en betydelig lavere effekt enn standarden.      
Endring i IL-6 konsentrasjon ble undersøkt for de sure fraksjonene GradEtOH, GradI50, 
GradI100 og GradII100. Ved analysen av 2 donorer viste ingen av ekstraktene 
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antiinflammatorisk aktivitet, det ble derimot observert at prøvene hadde proinflammatoriske 
egenskaper. På grunn av tidsmangel ble kun 2 av totalt 8 donorer analysert. Dette medfører at 
man ikke kan trekke noen endelige konklusjoner, da antallet er for lite. For videre analyser 
kan det være interessant å utføre testen på de resterende 6 donorene.   
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8. Reagensliste 
1-metylimidazol Fluka 
1-oktanol Merck 
2-mercaptoetanol  
Agarose Bio-Rad Laboratories 
Ammoniakk (NH3) Prolabo 
Antibiotika (penicillin, streptomycin)  
Antihumant IL-6 fra geit R&D Systems
® 
kit-sett 
Antihumant IL-6 fra mus R&D Systems
® 
kit-sett 
Antistoff (Virion 9020 amboceptor) Fra kanin 
Bovint serum albumin Sigma 
Carbodiimide Sigma-Aldrich 
Cellelinje RAW 264,7  Derivert fra musemakrofager 
Diklormetan (CH2Cl2)
 
Sigma-Aldrich
® 
Dimetylsulfoksid (DMSO) Merck 
Dinatriumhydrogenortofosfat (Na2HPO4) Merck 
Eddiksyre (CH3COOH) AnalaR
®
, Prolabo 
Eddiksyreanhydrid Merck 
Endo-polygalacturonanase Megazyme 
Etanol (CH3CH2OH)
 
Sigma-Aldrich Norway AS
 
Fargereagens A (H2O2) R&D Systems
® 
kit-sett 
Fargereagens B (tetrametylbenzidin) R&D Systems
® 
kit-sett 
Fenol Merck 
Fosfatbuffer Folkehelsa substrat-lab 
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Fosfat bufret Salin (1 x PBS) Sigma
®
 
Gum arabica  
Humant blod Fra 8 friske, frivillige 
Iseddik Merck 
Kaliumdihydrogenortofosfat (KH2PO4) Merck 
Kaliumklorid (KCl) Merck 
Kalveserum  
Kloroform (CHCl3) Prolabo 
Komplement (14.02.08) Serum fra ECG (humant) 
Konsentrert saltsyre (HCl) Merck 
Konsentrert svovelsyre (H2SO4) Merck 
L-glutamin  
Lipopolysakkarid (LPS)  
Mannitol (1 μg/μl i 1M HCl i metanol) Ferdig laget 09.05.2009 
Medium Sigma
®
 
MES (2-[N-morpholino]etan svovelsyre) Sigma 
Metanol (CH3OH)
 
Chemi-Technik AS
 
Metyljodid (CH3I) Fluka 
Natriumacetat Chemi-teknik as (Prolabo) 
Natriumazid (NaN3) Merck 
Natriumbordeuterid (NaBD4) ISOTEC 
Natriumhydroksid (NaOH) Chemi-teknik AS 
Natriumklorid (NaCl) Chemi-teknik AS/ Analytical Reagent 
Natruimthiosulfat-5-hydrat Merck 
PHA Laget 08.10.2009 
Plantago Major L, fraksjon II (PMII)  
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Pyridin Merck 
Rekombinant humant IL-6 R&D Systems
® 
kit-sett 
Saueblod hvit 161, 06.08.09; hvit 152, 10.12.09; 
ikke hvit 131, 23.02.10 
Streptavidin-HRP R&D Systems
® 
kit-sett 
Sølvnitrat (AgNO3) Merck 
TMS-reagens Ferdig laget 07.02.2008 
Toluen
 
Prolabo
 
Trifluoreddiksyre (TFA) (CF3COOH) Pierce, PERBIO  
TRIZMA (tris[hydroksymetyl]aminometan) Sigma 
Tween
®
 20 Aldrich 
Yariv-reagens Biosupplies 
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